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近年，臨床化学分析や食品分析などの種々の分野では，分析試薬として天然酵
素が広く利用されている 3)しかし，試薬としての酵素の多くは，高価で，し
かも 一般試薬に比べて安定性や均一性に劣り，再使用が困難である.これらの欠
点を補うため，酵素をガラスビーズなどに化学結合させた固定化酵素 4.5)や合成
化学的手段による高分子触媒の開発 9)などの試みがなされている.
しかし，現在までに試薬としての酵素の欠点を充分に補った同定化醇素や人工
酵素などは開発されたとはいえない.そこで，このような状況をふまえ，分析に
利用できる人工固体酵素の開発とその応用を究極の口的として，本研究を行うこ
とにした.
生体内での酵素反応は，数多く知られているが，臨床化学分析などで特に汎用
されているのは，酸化反応を触媒する酵素，酸化還元酵素(オキシドレダクター
ゼ)である I0 ) これらは，酵素の触媒様式により，脱水素酵素(デヒドロゲナー
ゼ)型，椴化酵素(オキシダーゼ)型および酸素添加酵素(オキシゲナーゼ)型
の 3タイプに大別される.このうち，デヒドロゲナ ーゼは，補酵素 Aの共存下基
質(S H 2)の脱水素反応を触媒する.このとき，補酵素 (A) はAH 2に還元さ
れ，次に電子伝達系を通じて，最終的に離素を水に還元して元の酸化型にもとる.
また，オキシダーゼは，電子伝達系の代わりに， F A Dのような補酵素または遷
移金属イオンを用いて，酸素分子を 2電子または 4電子還元して，酸化を触媒し
ている .さ らに，オキシゲナーゼは直接基質に酸素を添加する酵素で，モノオキ
シゲナーゼとジオキシゲナーゼが存在することが知られている I1. I Z) 
方，既にSaitoやMifuneらによって，ポルフイリン金属錯体 (M-P)を担持さ
せたイオン交換樹脂 (M-Pr)の 一部が 3 カタラーゼやペルオキシダーゼ様機能を
有し，これらの酵素の代わりに人工固体触媒として，分析学的に利用できること
が報告されている 13 I 6) カタラ ーゼやペルオキシダーゼは，過酸化水素やヒド
ロベルオキシド類を無毒化するために，過酸化水素類の関与した酸化還元反応を
触媒する.
そこで，著者は， M-Prなどが酸素分子の関与したオキシダーゼやオキシゲナー
ゼ様機能も有するのではないかと考え，本研究に着手した.その結果，ホルフイ
リン金属錯体担持イオン交換樹脂 (M-Pr)のみならず，ボルフイリン金属錯体同
定化ガラス及びシリカゲル (M-PgやM-Ps)の 一部が，フェノール類の般化触媒機
能，尿目安オキシダーゼ(ウリカ ーゼ)様機能およびアスコルビン酸オキシダ ーゼ
燥機能を有し，その機能を分析学的にも応用できることを明らかにできた。
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リン金属錯体固定化イオン交換樹脂のポルフイ第 1章
フェノール類に対する酸化触媒機能
リンホルフィ( a ) 
Tetrakis(p-carboxyphenyl)por-(TPPS)， Tetrakis(sulfophenyl)porphine 
~ 1 緒1 -1 
(TMPyP)は和光(TCPP)及びTetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphinephine 
リンの4持本研究で検討したホルフィなお，そのまま用いた.純薬製のものを，重要な役割を宋たしており，生体内で酸化還 JC系に関与して，フェノール類は，
造と略号をFig.l-lに示した.
-¥ }s附
M-tetrakis(sulfophenyl)porphine 
; M-TPPS 
-¥ } COOH 
M-tetrakis(4・carboxyphenyl)porphine
; M-TCPP 
3 
。+-CH3
M-tetrakis( 1・methylpyridinium-4・
yl)porphine ; M・TMPyP
( M = Cu2+， Mn3+， Co3+， Fe3+) 
Structures of metalloporphyrins 
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Fig.l-1 
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O ージフェノールオキシダー
(ラッ力
C02-のシッフ塩広錯体
(M-Pr) 
有機溶
般化
再々カテコール
このような階
その応問も広がると考え，
及
フェノール類、に対する酸化触媒機能の有
その機能に影響する諸条件及び生成物の構造などについて検討を行った.
以下，
M-tetrakis 
M-tetrakis 
M-
M= Co:1+，Mn:l十，Fe3
有機溶媒中でP-450傑活性を示し，
これらの結果について詳しく述べる.
2 
及ぴ
また，
p-ジフェノールオ キシダーゼ
やp ハイドロキノンが対応するキノン体に酸化される反応を触媒する.
及びCu三←)
本章ではフエノール類、に対する円安化触媒機能を検討することにした.
酸素が添加された乍成物を生ずることー 1)
中心金属及びホルフイリンの影響を検討するために，
(sulfophenyl)porphine (M-TPPSr， M= C03二Mn:l+ ，F e:1 .及びCuZ.)
などの種々のM-Prを合成して，
銅イオンを含み，
2，6-di-tert-butylphenolなどのフエノール類は，
C03+，Mn3-，Fe3 
tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphine (M-TMPyPr， 
びCu2令)
ボルフイリン金属銘体拘持イオン究換樹脂
分離が符易な同体触媒として，
このフェノール類を酸化するオキシゲーゼとして，
どちらも，
H二
リン錯体が，
I 7， I 8 )や
(2-carboxyphenyl)porphine (M-TCPPr， 
反応を触媒することが知られている--
I q ，ょ 0) などが知られている.
(カテコールオキシダーゼ)
媒に可溶なマンガンホルフイ
を触媒として用いると，
化触媒機能があれば，
本軍では，
そこで，
方ー ，
?
加
ゼ
( b )緩種 j仕
0.2Mfぷ椴ナトリウム O. 2MJ~ 般;j(点ナトリウム級位j液 (pH10) 及び
0.05Mホウ椴ナトリウム -0.05MJぷ酸ナトリウム緩径r?夜 (pH11) を川いた.
1 -2 -3 ホルフィリン金属flL持樹脂の調製
( a ) 金属ボルフノリンの調製
( c )イオン交換樹脂
陰イオン失-換樹脂のアンバーライト IRA-900のri}'!:.は，ふるい分けをした
24-42meshの樹脂を， 1N NaOH，ノ'k， 1N HCl，水の )1自で洗い，この傑作を 3[01 
繰り返し，長終的にアセトンで洗浄後，乾燥させた.また，陽イオン交換樹
脂のMSC-1の再生は， lN HCl， ;j(， 1N NaOH， *の!II員で洗い，以ドIriJ伎の操作
で行なった.
本研究で検討した， M-TPPS， M-TCPP及びM-TMPyPは， Pasternackらの }j法2川
に準じて，次のように合成した.
M -TPPS (M=Coト，Mn :1-， Cu 2 )では， TPPS 100mg， 0.1M CH1COONa 20ml，水
75mlに4x102M MC12 (M=Col守 ，Mn己吻，Cu2-)を5ml加え， 1-21l寺間還流後放冷した.
Fe トーTPPSの場合は， MC 12の代わりに4xl02M FeS04(NH4)2S04・6H205mlを加え 3
6-8時間還流後放冷した.次に，過剰の金属イオンを取り除くため，陽イオン交
換樹脂MSC-10.2gを加え， 350Cで30分間振とう後ろ過し， M-TPPS;j(溶液を得た.
M-TCPP (M=Co'l ，Mn:'-)は， TCPP 100mg， 0.05M Borate buffer(pH 11) 20ml， 
4x10明 Co，MnCl正 5ml，水75mlを1-2時間還流放冷後， M TPPSと同様にして過剰
の金属イオンを陽イオン交換樹脂MSC-1で除き，ろ過して， M-TCPP水溶液を得た.
また， Cu-及びFe-TCPPは， TCPP 100mg， O.05M Borate buffer 20ml， 4x10 2M 
CUCl2 5ml または FeSO~(NH4)~S04 ・ 6HlO 5ml，水75mlを2-4時間還流政冷後，同
様にしてM-TCPP水溶液を得た.
Cu2 -，CO:1'-&びMn:1--Tト1PyPは， TMPyP 100mg，4xl0 LM CU，CO及びMnClz 5ml， 
;j( 90mlを1時間還流後， 0.5M NaZC03 5mlを加え， 1-2時間還流放冷後， TPPSと同
様にして過剰の金属イオンを交換樹脂MSC-lで除き，ろ過して， M-TMPyP水溶液
を得た Fe-TMPyPは， TMPyP 100mg，4xl0 "M FeS04(NH4)“S04.6HzO 5ml， *90 
mlを1時間還流後， 0.5M NazCO， 5mlを加え， 1-2時間還流放冷後，同様にして
M-TMPyP水溶液を得た. なお，これらの溶液の吸収スペクトルは文献己 E) と a 致
していることを確認した.
( d )フェノール棋など
本市ではフ斗ノール類として 3，5-di-tert-butyl-4-hydroxyanisole
(DBHA)はAldrich社裂を， 2，6-di-tert-butyl-4-methylphenol(DBMP)は和光
純薬製を再結品してから向いた. 2，6-di-tert butylphenol(DBP)投び2，4，6-
tri-methylphenol(TMP) は 7Î 沖製薬製の特級 JII11 をそのまま ~ln 、た.
また， 2，6-di-tert-butyl-l，4-benzoquinone (DBBQ)はAldrich社製を fl}粘
品してから川い，その他のrit莱もすべて特級JIl1をJlil ¥た.
1 -2 -2 装 l']~
吸収スベクトルの測定には，島沖UV-180DOUBLE-BEAM SPECTROPHOTOMETER 
及び島沖 UV-160~{ ['4記分光光度r;t-とlcmのわ英セルを Jj]t ¥た.
pH の沼IjA:，阪とう， f'F~[t 及び還流には，それぞれ， HORIBA pH METER R-8， 
東洋化学産業製 LABSHAKER LS 150F，品作製作所製 AEU-210投び*H:化学rip
業製 HOTTINGSTIRRER CHS-2をJlJt ¥た.
力スクロマトの装同としてぬ ;!t製作所製 GC-6A，キャヒラリーカラムは
Quadorex材製 methylsilicone (OV-l， O.5mmID x 25m， 50m)， methyl 50% 
phenyl silicone (OV-17， O.5mmID x 25m， 50m) を川いた.
高速液体クロマト装 i問は， μ i~ 製作 l祈裂のホンフ LC-6A ，検 11\ 日誌に心 X~1tfl 
折宇dl- RID-6A または UV十~tl¥ i器 SPD6A ，レコ 夕、ー に C-R6ACHROMATOPACを川
いた.力ラムはWaters裂μBondapakC18 (3.9mmID x 300mm)をl[jいた.
GC-MSはVG社製 VG-70 SE~{ (GC: Hewlett Packard 5890U)を) 1 H NMRは
Varian村民 VXR-500~~ を他 IB した.
( b ) 金属ポルフィリン相持樹脂の調製
陰イオン基を有するM-TPPSでは，金属ホルフィリン水溶液のソーレ一倍での
吸光度を測定して濃度を調製した後，樹脂 1g吋たり 5.0xl0 ・molの金属ポルフ
イリンが抑持されるように，陰イオン交換樹脂IRA-900(24""42皿esh)及び金属ポ
ルフィリン水溶減と等量の0.2M炭酸塩緩衝液(pHI0)を加え， 350C， 2 -3時間振と
う後，樹脂をろ取し，J.k及びアセトンで洗浄，乾燥して金属ポルフィ 1)ン担持
樹脂を得た.
陽イオン込をむするM-TMPyPでは，陽イオン交険樹脂ト1SC-1だけを加え，緩衝
if'主はhlえず 1-とInJ慌の操作後，金属ホルフィリンfB.持樹脂を得た.
?
?
?
「 ?
?
なお，これらの金属ポルフィリンは，ほぼ完全に樹脂に判持され，ろ液は
ほとんど無色透明で， ー l主非l持された金属ポルフイリンは符易に溶けiしなかっ
た.
これらの日持樹脂では， J.k i符門:金属ホルフィリンの側鎖のスルホン般単，ヵ
ルボン酸某あるし 1はヒ 1)ジニウム基が，イオン交換樹脂とイオン結合するだけ
でなく，ホルブイリン環のπ屯子とイオン交換樹脂のπ電子とのπ-π電 f相
互作用等の物珂的中1f作間によっても吸宕されていると考えられている.これ
を4英ェ℃的に示すと， Fig.1-2のよ 4になる.
以ド，これらの金属ポルフイリ ンfH.持樹脂は添'j:"r"を付けてCo-TPPSrのよう
に表わすことにする.
Co-TPPSr 100mgを加え， 350Cで振とうして，法nの減少率の終日寺変化を測定し，
活性を評価した.検単線は各々の試料に適、!?な ISを選び作製した.
さらに，簡便法として， DBHA 5皿H溶液10mlに， M-Pr 100mgを加え， 350Cで振と
うして 3時間以内に生成物の467n皿の吸収の有無で活』性を判定した.
( b )同定法
反応生成物については，襟品もしくは別途合成品が有るものは， HPLCまたはGC
で経時的に反応牛.成物の定量を行ない， M-Prの活性評価に用いた.反応生成物の
同定には，主にGC-MSを用い，そのフラグメントイオンのパターンから判定した.
標品の無いものについては，フラグメントイオンから推定を行なった .
M-p ) -~03 
/(CH3) 1 
???????????
?
?
?
0.8 
g ‘。ca・ 0.6 
。。0.4 
言
0.2 
Fig.1-2 Structure of K-TPPSr 
1 -2 -4 触媒活性の評価法と反応 生成物の同定法
( a )評価法
0 
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 
Peak Height Ratio 触媒活性は3，5-di-tert-butyl-4-hydroxyanisole(DBHA) の5mM溶液10mlに，
M-Pr(50μmol/g)を100mg添加して， 350Cで振とうしながら， GCで基質の残存率の
経時変化を求めて評価した. なお，残存率は， 2，6-di-tert-butyl-4-methyl-
phenol(DBMP)を内標(IS) として，ガスクロマトグラフ (GC)でヒーク高さ法に
よった. Fig.1-3に，この時のDBHAの検量線を示す.
また， Co-TPPSrのフェノール類、に対する活性の評価は， 5mMの試料溶液10mlに
Fig.1-3 Calibration curve of DBHA (I.S. DBMP) 
?? 7 -
2，6-di-tert-butyl-1，4-benzoquinoneをGCの標品として測定した結果，
生成物
そこで ，結果及てF考察1 -3 
そのGC-MSを測定したところ，しかも，9 致した.保持時間が中成物(1)と
ー致した .(1)のMSとFig. DBHAの残存率の経時変化を検討した結果を，Co-TPPSrを問いて GCにより，
これは，1，4-benzoquinoneと同定した.生成物(1)を 2，6-di-tert-butyl従って ，速やかに変Co-TPPSrの共存 f，DBHA は，これからもわかるように，1-4に示した.
中間体としてヒドロキノン体を従て生成したと考えられる.刊行の触媒活件のきi適条件や午成物などを検討すそこで，化することがわかる.
このこと反応が令:く進まなかった.このDBHAの反応系を Nl置換すると，また，ることにした.
生成物しかも，空気中の酸素が不可欠であることをぶしている.反応には ，
(1)が酸化性成体であることから，
は，
酸化触媒機能を有す
OV-l，50m，150→2500C (80C 1m in. ) 
12 
(m in) 
GC of reaction mixture for DBHA in KeOH 
9 
Co-TPPSr はDBHAにNして，
(1) 
/ 
8 
R. T. 
Co TPPSr， incubated for 3h at 350C， 
4 O 
1-5 
ると考えられる .
Fig. 
反応開始 31与mJ
フェノール類、からべンゾキノン体なとが生成するという報;i71けから矧
8 
ーsa1 eniH 体を触煤に
生成物(1)の人きなピ
3 
をFig.1-6にノJ.;した.
速やかに変化した.
DBMP) 
Co-= 
2.5 
DBHAはほとんど消尖し，
(MS) 
この化fT物はベンゾキノン体ではないかと考えた.
及び，
Reaction time (hr) 
( 1.S. 
生成物のマススペクトル
2 
'-t:成物(1)は分子イオンが220に観測されること，
推し，
Time course for DBHA 
1 
前述のようにCo-TPPSrの共什ド，
後 lごは，
クが観測される.
1.5 
Fig.1-5に示すように，
生成物の検討
0.5 
また，
Fig.1 4 
100 
。。
80 
60 
40 
20 
??《
? ?
? ? ? ?
?
1 -3 -1 
DBHAは 3
した場合，
1 -3 -2 雫適条件の検討
( a ) ql心金属とホル フィ リンの影轡
10・
90 
80 
70 
60 
40 
20 
10 
40 
17.7 M-Prを用いて， DBMP及ひDBHAを某質と して，各々2時間または lH与!日i振とうした
時の基質の減少率を，得々 Table1-1と1-1 1に心した .この減少率が大きいほ ど，
般化触媒泊料が強いことになる.
????
?
?
???? ?
67 
135 
MASS 
60 80 lO 120 140 160 180 20O 220 
m/z Table 1-11 Changed DBHA (見(i n c u ba t e d f 0r 1 h a t 35oc) 
Fig. 1-6 KS of product(l) C 0~ Mn:
l- Fe1- Cu:l令
M-TPPSr 82 15 2 
OH 
t-bu¥ノ〉ιbu
、ミ，，/
OCH3 
DBHA 
C0・TPPSr t.buvt.bU 
M-TMPyPr 。 4 。
C0・TPPSr
OH 
ιbuザγιbu
、、/
OH 
Fig. 1-7 Kain product of DBHA 
M-TPPSrの中では， Fe-及びCu-TPPSrは両基質に対して酸化触媒活性をほとんど
示さないのに対して， Mn-及びCo-TPPSrは両基質に対して活性が認められ，中でも
Co-TPPSrが最も強い活性を示した.
方ー， M-TMPyPrでは，いずれの金属でも，ほとんど両基質を酸化しなかった.
このことは，ホルフィリンの構造により触媒活性が大きく影響を受けていること
を示している.また，陰イオン性の基質を用いたため， M-TMPyPrの母体樹脂へ，
基質が持近しにくいと考えられ，法質の樹脂への接近のし易さが酸化触媒活性に
-10 
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大きく影響しているものと考えられる.また， M TCPPrの活什は， M-TPPSrの活 J~t
とほとんどー致し t~ .以ドでは， tにM-TPPSrを川いることにした.
なお，金属を含まないH2TPPSrや樹脂の IRA-900>>びCoC12などは， M-Prの代わ
りに添加しても， DBHAの残存率に変化は無く，全く触媒活性をぶさなかった.
これからわかるように， 19あたりの担持量が少ない程，活性が強くなる傾向が
ある.これは， 19当たりの担持量を増やしても，実際に酸化に関与するポルフイ
リンはその中のー部であること，及び，多すぎると樹脂の細孔を塞いだり，樹脂
表面にポルフイリン環が立ち上がったりするため，基質が接近しにくくなり，酸
イじ触媒機能を妨げる方向に働くと推測できる.
従って，以下の検討には添加樹脂量などの問題も考慮して， 50μmol/gのM-Pr
100mgを反応液に添加することにした.( b ) ボルフイリンの.j:1~ 持量の影響
Co-TPPSrの酸化触媒活性と判持邑との関係を矢1るために，挿々のんし質を用いて，
Co-TPPSrを10-150μmol/g担持させた樹脂を用い，総担持昼を a 定にして，評価
法に従って検 i討した結果を Table1-111にぶした.
Table l-II1 抑持量による影響
基質 但持量 添加樹脂量 反応時間 減少率
(μmol/g) (皿g) (h) (% ) 
10 500 2 50 
25 200 2 41 
DBMP 50 100 2 43 
100 50 2 32 
150 33 2 24 
10 500 25 95 
25 200 25 89 
DBP 50 100 25 82 
100 50 25 66 
150 33 25 48 
10 500 94 
25 200 84 
DBHA 50 100 82 
100 50 54 
150 33 39 
( c ) 溶媒の影響
( c -1 ) メタノ ル及びアセトニトリルの影響
メタノール及びアセトニトリルを溶媒に用い， Co-TPPSrの触媒活性を検討した
結果をTable1-IVに示した.表中の値は基質の消失速度定数(K) で，値が大き
いほど基質が酸化されていることを示している. DBMP， DBP及びDBHAに対し各々
10， 8， 6時間までのK値を用いた.
Table l-IV 基質の消失速度定数 K (h 1) 
基質 MeOH CH~CN 
11.5xl0 
7.0x10 
1.6 
12.5xl0 
10.5x10 
30.1x10 2 
DBMP 
DBP 
DBHA 
このように， DBHAでは，アセト ニトリル中でのK値は，メタノールに較べて， 5 
分の l以下であり，アセトニトリル中ではCo-TPPSrの酸化触媒活性は弱くなってい
る. 一方， DBMP及びDBPの場合は，溶媒の影響はそれほど大きくないと考えられる.
また，試料のCo-TPPSrを触媒とした時の酸化の受け易さは，どちらの場合もDBHA
> DBMP > DBPのJI買序で， r~J じ結果が得られた.
次に， Co-及びMn-TPPSrを触媒とし，アセトニトリル中でDBPを酸化させると，
Co TPPSrでは30時間後71%の分解本， Mn-TPPSrでは30時間後34%の分解半であった.
12 
? ?
?
?
これは，メタノール中と同じ傾向をぷし， Co TPPSrの活性の/jが大きかった.
以上のことから，溶媒の柑件が強いほど酸化が促進される傾向にあるので，以ト
の4食討は主にメタノールヰIで行うことにした. O 
( c -2 ) 水の影響
????
??
??
??
??
?
??
???
??
?
??
?
?
?????
137 
109 
2，4，6-tri-methylphenol(TMP)の70%メタノ-)レノk溶液にCo-TPPSrを作用させる
と， 340nmにλmaxを持つものが生成してくる. それをHPLCで分析すると， Fig. 
1-8に示すように，主生成物のヒークと他の弱いピークが観測された.
そこで，このギ生成物のGC-MSを測定した.その結果， Fig.1-9のMSから，この
生成物の分子邑は 152であり， 152→124や137→109のCOの脱離を示すフラグメント
ピークが強いので， 4位に水酸基が入ったキノール体であると推定できる.このよ
うに，含水系でも，駿化物が検出されたことは， Co-TPPSrは水系でも酸化触媒i1J
f生を有することをぶしている. MASS 
80 10 120 140 
m/z 
Fig.1-9 KS of main product 
Product 
1 -3 -3 繰り返し使用の影響
6 8 
酸化反応で， Co-TPPSrが実際に触媒として作用していることを確かめるために，
DBHAのメタノール溶液でョ 10固までの繰り返し使用を行ない ，その結果をFig.1
10に示した.ここでの繰り返し使用とは ，酸化生成物の定量を行なった後 ，Co-
TPPSrを系から 回収し 3 洗浄して，再使用することを意味する. Fig.1-10の縦軸は
酸化物のキノン体の生成量であり，横軸はCo-TPPSrを再使用した回数を示す.こ
の様に，初回に活性が落ちるが，それ以降は安定しており，酸化触媒活性を保っ
ていることがわかった.このことは， Co-TPPSrは酸化触媒として作用しているこ
とを支持する.
Substrate 
(minJ 
Fig.1-8 HPLC of reaction mixture for TKP in 70~ KeOH 
Co-TPPSr， incubated for 2h at 350C 
detected on 254nm， carrier 70%MeOH (1ml/min) 
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第 2章 コバルトテトラキス(スルホフェニール)ボルフィン
固定化イオン交換樹脂のフェノ-ル類に対する
酸化触媒機能
???
??
?
』?
3 
緒2 -1 r司
‘-。
第 l章で述べたように，ポルフィリン金属錯体担持イオン交換樹脂 (M-Pr)の
うち， Co3+-tetrakis(sulfophenyl)porphine担持陰イオン交換樹脂 (Co-TPPSr)
が， 2，6-di-tert-butyl-4-methylphenolなどの酸化反応を強く触媒する.
そこで，本章では， Co-TPPSrがその他のフェノール類に対しても，酸化触媒機
能を有するか否かを検討するために，主にCo-TPPSrのフェノール類の酸化反応に
おける触媒機能及び酸化生成物について検討した.その結果， Co-TPPSrは， 一置
換フエノール類、については，酸化触媒機能を持たなかったが， て及びi置換フエ
ノール類、に対しては，酸化触媒機能を有することがわかった.
2 ? ?
』
?
』』
? ? ?
。?
• 
O 
5 10 
Repeated Time 
Fig.l-l0 Effect of repeated uses 
2 -2 実験の部
Product(l) of DBHA， concentration xl0 S(mol/l0ml) 
Co-TPPSr， incubated for 2h at 350C 
2 -2 -1 試薬及び試料
1 -4 結語
(a)Coh -及びMn:ぃ-tetrakis(sulfophenyl)porphine担持陰イオン交換樹脂の
調製
第 1章で調製したものを，そのまま用いた.
ポルフィリン金属錯体固定化イオン交換樹脂 (M-Pr)の共存ド， DBHAなどのフ
エノール類、が，速やかに消失する.これは，反応生成物の解析などから 3 フェノ
ルー類、が， M-Pr とくに Co-TPPSrの酸化触媒機能によって，苧~ì. rr の酸素で般化さ
れることに起Ijする.換昌すれば， Co-TPPSrなとの一部のM-Prは，フエノール類
に対して酸化触媒機能を有すると考えられる.
( b )緩衝液
第 1章のものを，そのまま用いた.
( c )試料
本章で用いたフェノ ル類、のうち ，3，5-di-tert-butyl-4-hydroxyanisole 
(DBHA)， 2，6-di-tert-butyl-4-methylphenol (DBMP)， 2，6-di-tert-butyl-
pheno 1 (DBP)及び2，4，6-trimethylphenol(TMP)などは，第 l章でぷしたもの
-16 17 
をそのまま用いた. また， 2，6-di-tert-butyl-1，4-benzoquinone (DBBQ)は
Aldrich社製を再結晶してから月jいた.また， 4-methylanisole， 4-tert-
butylphenolは石津製薬製， 4-hydroxyanisole， 3，4-dimethylphenol， 2，6-di-
metylphenol (DMP)， 3，5 di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehydeは東点化成製
の特級品をそのまま用いた.
なお，本章で使用した主なフエノール類、の構造と略号を， Fig.2-1に不した.
( d ) 
3，3' ，5，5' -tetra-tert-butyldiphenoquinoneは文献 27 )の合成法に従い合成し
たものを，ヘキサンから再結晶して用いた.
2，6-di-tert-butyl-4-hydroxy-4-methyl-2，5-cyclohexadien-l-oneは文献 lIl ) 
の合成法に従い合成したものを，エタノールから再結品して用いた.
なお，これらの合成品は， GC-MS，元素分析， IR及び lH-NMRスペクトルにより
確認した.
OH nu 
DMP 
OH 
CH3 
TMP 
CH3 t-bu 
DBP 
OH 
OCH3 
DBHA 
t-buιbu 
Fig.2-1 Structures of phenols 
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OH 
CH3 
DBMP 
ιbu 
2 -2 -2装 iq
第 1r';iでノJ，;したものを，他川した.
2 -2 -3 ポルフィリン合同知体利払樹脂の調製
第 1f:'~ のん法で調製した.
2 -2 -4 触媒j古川の評価法及ひ反応生成物の同定法
( a ) 評価法
Co-TPPSrのフェノ ル類に対する活性の評価は， 5mMの試料溶液10mlに Co-
TPPSr 100mgを加え， 350Cで振とうして，基質の減少半の経時変化をGCで測定し，
活性を評価した .
検量線は得々の試料に適斗な ISを選び作製した.
( b )副定法
反応生成物については，標品もしくは別途合成品が有るものは， HPLCまたは
GCで，経時的に反応生成物の定量を行ない， M-Prの活性評価に用いた.
反応生成物の同定には，主にGC-MSを用い，そのフラグメントイオンのハター
ンから判定した. f景品の無いものについてはフラゲメントイオンから推定を行
なった .
また部のものについては， TLCで単離した後， IR及び lH-NMRを測定して化
学構造を決定した.
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2 -3 結果及び考察
( a ) 酸化を受けないフェノール類
1∞ 
，、面，ー内¥ .h ， 
80 Q. 
m 。
60 
40 
初
コ 。。 6 12 18 24 30 36 
Reaction time (hr) 
前述したように， Co-， Mn-， Fe-及び Cu-Pr(Pr = TPPSr， TCPPr， TMPyPr) に
ついて検討した結果 ，Co-TPPSrが最も酸化触媒活性が強かったので，以下で は，
主にこれ を用い ，試料に数種のフエ ノール類を選んで ，各試料の減少率や各生成
物の構造などについて検討した.
2 -3 -1 一及び二置換アエノ ール類に対する酸化触媒機能
Co-TPPSrは， 4-methylanisoleや一置換フェノールの4-hydroxyanisole，4-
tert-butylphenolに対しては，酸化触媒機能を 示さなかった .また， てー置換フ
エノール類の 2，3-dimethylphenolも酸化されなかった.
Fig.2-2 Time course for DBP (I.S. DBMP) 
1. s. 
(b ) 2，6-Di-tert-butylphenol (DBP)に対する酸化触媒機能
Co-TPPSr共存下の ，DBPの残存率の経時変化をFig.2-2に示す .評価法の条件
下で， Co-TPPSrをDBPに作用させると，ガスクロマトグラフ(GC)上では， DBP 
は36時間で ほとんど消失する .
そこで， DBPは酸化されていると考え ，17時間振とうした反応液のGCを測定し
た. その結果， Fig.2-3に示すように， GC上にはDBPのピーク (S)以外に， 生成
物のピーク(1)と(2 )が確認できた.
次に，この生成物のGC-MSを測定し，得られた生成物(1)のマススペクト(MS) 
をFig.2-4に示した . このMSは，第 1章で述べたDBHAの酸化物である 2，6-di-
tert-butyl-l，4-benzoquinoneのMS(Fig.1-9)に完全にー致するので ，生成物
(1)は 2，6-di-te口-butyl-l，4-benzoquinoneと同定できた .
(1 ) 
¥ 
(2) 
O 4 8 12 16 20 
R. T. (mln) 
Fig. 2-3 GC of reaction mixture for DBP 
Co-TPPSr，incubated for 17h at 350C， OVーし50m，140→26 5 oc( 1OOC /皿in. ) 
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100・
次に， 'L bx.物(2 )は， Fig.2 5にぶしたMSからもわかるように，分子イオンと
思われるピークが408に観測されることから，単なる酸化物ではなく， 2量体化
合物と考えられる.そこで，文献 2i )の方法で推定 2母体化合物を什成し， MSを
測定したところ，標品のMSかヒ ーク (2) のMSと光全にー致することから，この
生成物(2 )は3，3'，5，5' -tetra-tert-butyldiphenoquinoneとIriJ定できた . また，
DBPはオルト位にパルキーな置換基があるため，駿ぷ架橋による 2量体化は起こ
りにくいと与ーえられる.
また，生成物 (1)→(2 ) ，生成物(2 )→(1)の反応を， Co-TPPSrは全く触媒しな
か ったので，生成物(2)はDBPから生成し ，生成物(1)には変化しないことがわか
る. これらの結果などから， DBPからの酸化物の生成ルートを推定し， Fig.2-6 
に示した .
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? ? ?
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?
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Fig. 2-4 t.bu t圃buMS of product (1) 
、 ? ? ? ??? ?， ，?
??????????
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??
o 
t.bu... A ..t.bu 
t.bu 
t.bu t-bu 
t.bu、 A A.bu 
(2) o 
10・ 408 
t.bu t.bu 
o 351 
50 
MASS 
t.bu 
o 
8 
260 280 30 320 340 
m/z 
360 380 40 
Fig. 2-5 MS of product (2) 
Fig. 2-6 Main products for DBP 
Co-TPPSr，incubated at 350C 
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(c) 2，6 Dimethylphenol (DMP)に対する般化触媒機能 次に， (1)， (2)及び(3 )のピークを与える生成物を同定するため， GC-MSを測定し，
その結果をFig.2-8に示した. 生成物(1)， (2)及び(3)の各々は， 242， 242及び362
の分子量を持つ化合物と考えられる.さらに， D MP (m. w . 12 2 )と(1)， (2)及び(3) 
の質量数を比較すると，質量数が120ずつ増加しており 2，3量体の生成を示唆
している .また，生成物(1)と(3)では，分子イオンから質量数120相当の原子団が
脱離した122，242のフラグメントイオンが各々に観測され，構造がよく似たもの
と思われる.しかし，生成物(2 )はこれらとフラグメントパターンが少し異なって
いる.
Co-TPPSrを用いて， DMPの酸化を試みたところ，反応開始後19時!日jまでのGCには，
DMPのヒークのみが観測され，生成物と期待されるヒドロキノン体やキノン体に判1
1当するヒークは認められず， 24時間後に高温部に痕跡程度のヒークが確認できる
程度であった.このことは， Co-TPPSrは， DMPに対してほとんど酸化触媒機能を持
たないことをぶしている.
そこで， Co-TPPSrの代わりにMn-TPPSrを用いたもののGCを測定してみると，そ
のクロマトグラムは， 3時間後ではCo-TPPSrの場合と同じであるが， 19時間後には
新たなピークが 3つ観測され，この新たなヒークの強度は24時間後にはさらに人
きくなった.この時のGCをFig.2-7にぶ した.なお， DMPのヒークは治安某のピ ーケ
と重なっているため， (1)， (2)投ぴ(3)のピークはいずれも生成物によるピークで
ある.
???
4 
り
10O 
oG 
10 2O 250 
m/z 
3O 350 
242 
、?，??
，
? ?
(2) 
(2) (3) 
362 
(3) 
4 12 20 
(min) 
150 Fig.2-7 GC of reaction mixture for DKP 
ト1n-TPPSr，incubatedfor 24h at 350C， OV-17，25m，200→2 6 5 ( 6 oC/m i n. ) 
Fig.2-8 KS of products (1)，(2) and (3) for D貯
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ル類に対する酸化触媒機能〈世換フェノ2 - 3 - 2 オルトーハラ及びパラハラのオルトーオルト，2量体の生成のルートは，一方，
DBP はオルト，バラ位への酸素架橋による 2量体化が考えられるが，3タイフと，
に対する般化触媒機能2，6 Di-tert-butyl-4-methylphenol (DBMP) ( a ) パラパラとパラ位への酸素架橋の 2つの可能性し
更に 1例付加して生成この 2種の 2量体に，3量体化は，
2と6{U-が雫がっているために，
さちに，か残らない.
このようにCo-TPPSr Jt {fトのDBMPの残存率の経時変化をFig.2-10にIJ¥した.パラ位への駿素架橋の繰り返しによるものと推定できる.すると考えられ，
比較的速やかに酸化された.DBMPは5時間でその残存率もほとんどゼロとなり，GCの保持時闘をピー ク(1)， (2)及び(3 )のMSのフラグメントイオンと，そこで，
基質
Fig.2-12にノRした坐成物(1)
酸素原
さらに，
このキノール体を文献 28 )により合成し， 生成物
生成物(1)をTLCで単離し，
18H)の
2，6-
これにはキノ ール環の水素 (δ 6.63，
生成物(1)がキノール体であることをよく支持している.
(1)のMSと一致したので，
これには，
DBMPに 1原千の酸素が導入された，
di-tert-butyl-4-hydroxy-4-methyl-2，5-cyclohexadien-1-oneと同定した.
DBMPの220と質量差が16あるので，
t-ブチル基(δ 1.19， 
MSを測定したところ，
5 
DBBQ) 
それをFig.2-11にノJミした.
4 
( 1.S. 
Reaction time (hr) 
27 
3H) ， 
反応生成物(1)と(2 )のヒークが観測される .
生成物(1)は分千量が236で，
3 
Time course for DBMP 
メチル基 (δ 1.31， 
1 
f 1個が導入されたキノール体と推定できる.
2H)， 
それをFig.2-13にノ示した .
2 
生成物(1)は，
この反応液のGCを測定し，
，?、 、 ? ? ? ?? ?? ，?
。
Fig.2-10 
水酸基(δ4.40，
シグナルが観測され，
80 
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lH-NMRを測定し，
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』? ?
?
そこで，
のMSより，
そこで，
の他に，
それぞれFig.2-9に不すような構造である
Mn-TPPSrの忘が強い活
CH3 
CH3 
(3) 
and trimer for DKP 
OH 
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Co-TPPSrとは傑相が異なっていることは興味深い .
この 2や 3量体の生成に関しては，
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Proposed structures of dimer 
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Fig. 2-12 MS of reaction products (1)，(2) and DBHP 
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Fig.2-16 MS of reaction product (4) in CH3CN 
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Fig.2-14 GC of reaction mixture for DBKP in EtOH 
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Fig. 2-17 Main products for DBKP 
Co-TPPSr，incubated at 350C in MeOH， EtOH and CH3CN 
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(b) 2，4，6-Trimethylphenol (TMP)に対する般化触媒機能 ???????
??
?
???
? ?
? ?
? ?
?
?
TMPもFig.2-20に吊すように， Co-TPPSrの共存ド，比較的速やかに消失する.
TMPにCo-TPPSrを作用させた24時間後のGCとMSを，千年々Fig.2-18，Fig.2-21にノ'J'Cし
た.GCには，生成物による新しいヒークが 2つ観測される.この 2つのピークは，
MSより，分子量がそれぞれ152と166であり， TMP(m.w.136)より，得々 16及び30と
質量数が増加している.また， MSのパターンをこれまでの結架と比較すると，ヒ
ーク(1)はキノール体であり，またピーク (2)はメトキシ体と考えられる.
次に， Coの代わりにMn-TPPSrを用いた場合の24時間後のGCを， Fig.2-19にボし
た.キノール体(1)のピークは，ほとんど生成しないで， ( 2 )のメトキシ体の大き
なヒークが観測される.また， Mn-TPPSrを用いた場合には， TMPが多く残存してい
るので，般化触媒活性は弱いが， Co-TPPSrとは異なったルートで般化を触媒して
いると考えられる. (1)， (2)の生成物について， Fig.2-22に示した.
。。10 20 30 40 50 
Reaction time (hr) 
60 
Fig.2-20 Time course for TKP (I.S. DBP) 
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Fig.2-18 GC of reaction mixture 
for TMP ， Co-TPPSr 
Fig.2-19 GC of reaction mixture 
for TMP ， Mn-TPPSr 
Fig.2-21 MS of product (1) and (2) for TMP (Co-TPPSr) 
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第 3章 ボルフィリン金属錯体固定化イオン交換樹脂の
ウリカーゼ様機能とその分析学的応用
OH O 
H3C CH3 H3C 
Co-TPPSr 
CH3 
3 -1 緒 d
CH3 
TMP 
H3C OH 
(1 ) 
H'3C 
Co，Mn-TPPSr 
CH3 
臨床化学分析で重要な酵素の 1つであるウリカーゼは，尿酸オキシダーゼとも
呼ばれ，次に /J'¥すように尿酸を酸素で酸化する反応を触媒する.また，ウリカー
ゼは，霊長類以外の全てのほ乳類の肝臓，腎臓などに多く含まれ 1分子中に l原
子の銅を含むポルフィリン含有酵素である 29 ) 
O 
H3C OCH3 
(2) 
M-Pr 
Uric acid + 2HzO + 02 > Allantoin + HzOz + COz 
uricase 
Fig.2-22 Main products for TMP 
?
?
? ?
Uric acid Allantoin 
1 -4 結語
Co-TPPSrやMn-TPPSrは ニー置換及び三 置換フヱノール類の酸化反応をよく触媒す
る.また，酸化生成物が 2や 3量体，キノン体やキノ ール体であることから，ポ
ルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂がフェノール類の酸化触媒機能を持つと
考えられる.
さらに， 一部のフエノ ール類では， Mn-とCo-TPPSrで酸化物に違いがあることは，
ポルフイリン環の中心金属が，基質に対する親和性などに大きく影響しているこ
とを示しており，興味深い点である.
そこで，このことから類推し，ウリカーゼ様機能を有する人工固体酵素の開発
とその応用を目的として，ポルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂 (M-Pr)の
尿酸の酸化触媒機能を検討することにした.
その結果， Mn-TPPSr及びMn-TMPyPrが，ウリカーゼと同様に，尿酸の酸化反応を
強く触媒することがわかった. さらに，このウリカーゼ様機能の分析学的応用を
試みた.
本章では，以上の結果について詳しく述べる.
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3 -2 実験の部 ( e ) 試料
3 -2 -1 ぷ薬とぷ料
( a ) ポルフィリン
Tetrakis(sulfophenyl)porphine (TPPS)やtetrakis(l-methylpyridinium-
4-yl)porphine (TMPyP)は，第 l章にぶしたものを，そのまま用いた.
試料の調製に用いた以般，キサンチン及びこれらの Nー メチル誘導体は，い
ずれも Sigma社製のものをそのまま用いた. これらの溶液は，炭駿リチウム
20mgを温水に溶解した後，尿酸，キサンチン，あるいはこれらの N-メチル誘
導体 20mgを加え，加温して溶解し， 20mlの治液 C1mg/ml) とした.試料とし
て使用する場合は，これを旧時精製水で希釈して用いた.
その他の試薬はすべて試薬特級品を問いた.
C b ) 緩衝液
O.2Mほう酸ーO.2M塩化カリウムー0.2M炭酸ナトリウム緩衝液(pH11.0)を用
いた.なお，この緩衝液は試薬特級品を用いて調製し， pHメーターで補正した
のち用いた.
3 -2 -2 装置
第 1 章で /J~ した装置を用いた.
( c ) イオン交 t~ 桔H旨
陰イオン交換樹脂の IRA900や陽イオン交換樹脂のMSC-1は，第 1章の jj法
で再生したものを，そのまま用いた.
3 -2 -3 ホルフィリン金属錯体担持イオン交換樹脂の調製
1. 7. 2N塩酸溶液
精製水300mlに，試薬特級濃塩酸(36%)618ml及びFeC1 '!溶液(1.6mg/ml)
10mlを加え，精製水で 1000mlとした.
2. Diacetylmonoxime-semi thiocarbazide~rn夜
Diacetylmonoxime 0.6g及びSemithiocarbazide0.03gを精製水に溶かして
100mlとした.
3. 10mg/ml AHMT溶 j夜
4-Amino-3-hydorazino-5-mercapto-1，2，4-triazol (AHMT) 19を 0.5N塩般
に溶かし 100皿!とした.
4. o. 75% KI04~容液
KI010.75gとKOH3.3gを精製水に溶かし 100mlと した.
Metal-tetrakis(sulfophenyl)porphine (M-TPPS)， metal-tetrakis( p-
carboxyphenyl)porphine (M-TCPP) 及びmetal-tetrakis(l-methylpyridinium-
4-yl)porphine (M-TMPyP)は，第 1章で示した方法で調製した.
Metal-protoporphyrin (M-PP)は， Pasternackらの方法26 )に準じ，次に不す
M-TPPSなどと同様な方法で合成した. M-PPは， 102M MCl2 20ml， PP 100mg， 
O.05M NaZC01 10ml，水70mlを1-2時間還流後，放冷した. 次いで，過剰の陽イ
オンを除くため，陽イオン交換樹脂 MSC-10.2gを加え ，350Cで30分間振とう後
ろ過し， M-PPの水溶液を得た.なお，この水溶液の吸収スベクトルは文献値 l" ) 
と-致していることを確認した.
陰イオン基を有するM-Pでは，ホルフィリン金属錯体の水溶液100mlに，陰イ
オン交換樹脂 IRA900(24~42mesh) 4g及び必要に応じてアセトン 100mlを加え，
350 C， 2-3U寺問振とう後，樹脂をろ取し，洗浄，乾燥して金属錯体の担持樹脂
を得た.なお 3 これらのホルフィリン金属錯体は，ほぼ完全に樹脂に担持され，
ろ過後のろ液はほとんど無色透明で， 一巳担持されたこれらのホルフィリン金
属錯体は容易には溶出しなかった. このように調製した樹脂 1g当たりには，
25μmolのホルフィリン金胤釘(本が.j:EJ.t寺さ才Lていることになる.
以ド，これらのホルフィリン金属錯体.j:[i持イオン交換樹脂は，錯体の略1に
r"を付けてMn-TPPSrのように衣わすことにする.
( d ) 試薬溶液
36 
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3 -2 -4 ウリカーゼ健機能の評価法の検A 3 -3 結果及び考察
( b ) 評価法 2
尿酸100μgを冷む溶液0.1rnlに緩衝液(pHl1.0)4.0rnl及び十I持樹脂20mgを)J[
え， 350Cで30分間振とう後， t-.溶液中に残存するf*酸の紫外部領域の吸収極大
波長での吸光度を測定し，反応前後に おける吸光度の減少よ句，その拘持樹脂
の酸化触媒活性を評価した .
なお， M-TMPyPr 以外のM-Prの場合，基質が母体の陰イオン交換樹脂に吸着さ
れるため，ボルフィリン環に中心金属 を持たないHe-Pを担持したH2-Prで同様
に操作して得られた吸光度を対照として評価した .
3 -3 -1 反応生成物の検討
(a) FAB-MSによる般化物の検討
尿酸溶液をM-Prで処均した場介の生成物を明らかにするために，評価法 1の
尿酸濃度で， Mn-TPPSr邑・を 100倍にして，緩衝液の代わりに水を悶い， 24時間振
とうしたものを試料とした .この&比、j伎のFABMSを測定すると 3 質量数159にア
ラントイン分子にフロトンが付加した [MH] が，また質昆数251に， MH ~ ~こグリセ
リンが付加したと忠われる [M+Gly+H]ー のイオンが観測された . そこで ，標品の
アラントインについても検討したところ，反応液のFAB-MSと同じ位置にピーク
が観測されることより，宅成物はアラントインと確認できる . また ，この場作，
尿酸に対応する 169のイオンが出ないので，尿酸はほとんどアラントインに酸化
されたと判定した . 従って， Mn-TMPyPrは尿酸の再変化を触媒して 3 アラントイ
ンに変換:していることかわかった .
( b ) 酸点と生成するアラントイン及び過酸化水素の検討
次に尿酸が酸化される際の酸素の必要性及びアラントインの生成量について ，
3 -2 -5の検討法を用いて，検討した . 得られた結果をTable3-1に示した .
このTable3-1の数値は，担持樹脂が酸素存在トで分解した尿酸のモル数を 100
とした時の ，無酸素トで分解した尿酸のモル数の比率及び酸素存在下で生成し
たアラントインのモル数の比率 を示している .Table 3-1から もわかるように，
窒素置換した無酸素下では尿酸は酸化 されず，担持樹脂の触媒作用に は酸素が
必要であることがわかる .また ，アラントインを定量した結果 ，尿酸 1分チか
らアラントイン 1分子が生成し ，尿酸が全てアラントインに酸化さ れることが
わかった .
( a )平{岨法 l 
ウリカーゼ様機能の評価はM-TPPSr，M-TCPPr及びM-PPrについては， 1，ポ酸150
μgを含む液0.5rnlに，対応する緩街液4rnlとM-Pr100rngをh[lえて350Cで30分間恥
とう後， 上治液の吸光度を測定し，反応前後の吸光度の長から評価した IRA
900を用いて，同様に操作して得られたものを対照とした .
ト TMPyPrについては， 1ポ酸150μgを含む液0.5rnlに，対応する緩衝液4rnlとM-
TMPyPr 100rng)J[]えて， 350Cで30分間娠とうし， 上澄j疫の H及光度を測定した.
この場合はMSC-1をfHいて rd]慌に操作したものを対照とした .
3 -2 -5 酸素の影響の検討法
窒素置換により酸素が存.(tしない状態で，尿酸100μgを含む溶液0.1rnlに，緩
衝液(pH11.0)4.0ml及びMn-T肝 yPr20rngを加え， 350Cで15分間振とう後 t治
液の293nrnにおける反応前後での吸光度の減少 を測定して ，尿酸の減少ギ を求め ，
酸素の 必要性 を評価した .
また，上清液0.5rnlに試薬溶液 (7.2N塩般溶液及びdiacetylrnonoxirne-serni-
thiocarbazide溶液の5:1の混液 )3.0rnlを加 え， 沸騰水浴中で20分間加熱し ，冷
後 ， 5 25nrn ~こおける吸光度 を 測定し，検量線よりアラントイン置 を 求め l 0 )尿
酸からアラントインへの変険率 を計算した .
Table 3-1 Effect of 02 on uricase-like activity of Mn-TKPyPr 
Changed 
Uric acid (見)
Produced 
Allantoin (見)
Presence of OL 100 101 
No presence of 02 3 
uric acid 100μg， Mn-TMPyPr 20rng， pHll， incubated for 15rnin. at 350C 
-38 -
? ?
?
? 〈
?
pHの影響( b ) phenol~peroxidase法 4 8)で過酸化水素を4-aminoantipyrin，しかしながら，
生成が確認できる程度のわずかの量しか検出できなかった.定量 した結果，
ホルフィリン金属錯体固定伯樹脂のウリカ ーゼ様機能に及ぼすpHの影響を検生成した過酸化水素が過酸化水素が生成しているにもかかわらず，これは，
2及び3に示した.Fig.3-1， 討した結果をMn-TMPyPrのカタラーゼ織機能 13 )によって分解されたものと理解できる.
M-TPPSrの I-jJでpH 7.5から pH11ぐらいの問で，
Mn-TPPSr及びCo-TPPSrが強い活件ー をボした。
Fig.3-1からわかるように，
は，
尿酸の酸化ウリカ ーゼと同様に，Mn-TMPyPrなどは，上記の結果から，
反応を触媒すると考えた.
従って，
100 
50 
????《
?? 』 ?
の293nm) 
のウリカーゼ様機能の主適条件の検討
尿酸の紫外部吸収の吸収極大波長 (pH8， 
金属ポルフィリンの影響
以下の諸条件の検討は，
M-P r 
吸光度の減少から求めた.
??
?】
? ?
?
? ?
( a ) 
評価した3 -2 -4の評価法に従って，種々のM-Prのウリカーゼ様機能を，
中心金属と
I I 
Zn-TPPSr O 
10 
Cu-TPPSr， 
9 
pH一ー
. 
Effect of pH 
Fe-TPPSr，
41 
口
8 
Fig.3-1 
Co-TPPSr， 
ア
ムMn-TPPSr， 
O 
• 
?? ? ? ? ?
?
また，
同じ金属を持つ
側鎖により大きな影響を受けることが
70.6 
100.0 
97.5 
、? ， ，
?
?
84.5 
Mn.1 +やCoh を持つものがウリカーゼ様機能が強いことがわかる.
a) 
Hz-
Table 3-11より，
Mn-TMPyPrが特に強いウリカーゼ様活性を示したが，
60.5 b) 
77.9 
94.8 
100.0 
Small amount of M-porphyrin was eluted. 
40 
Zn2φ ー
Unchanged uric acid (見)
84.0 
93.5 
75.6 
76.3 b) 
Cu 2 t_ 
結果を尿酸残存率として Table3-11に示した.
78.0 b) 
91. 4 
? ??????
Fe3・一
M-PPrは活性が弱く，
32.5 
80.9 
47.1 b) 
28.2 b) 
Co:1 ~ -トfn3サ
Table 3-II 
100.0 
8.0 
not tested. 
16.6 
46.9 
リンでも，
M-PPr 
M-TMPyPr 
M-TCPPr 
a) 
M-TPPSr 
M = 
Mn-TPPSr， 
わかった.
ホルフイ
して
( c ) 温度の影響また， Fig.3-2かちわかるように， M-TCPPrの中では， Mn-TCPPrがpH9で強い活
性を示すことがわかった.さらに， Fig.3-3からもわかるように， M-TMPyPrでは，
般にpH9以上で間性が上がった.しかし，尿酸の残存率で評価すると， pH 11で，
いずれのP-Mrと較べても， Mn-TMPyPrが最もウリカーゼ様機能が強いことがわかる.
そこで， pH 11では，尿酸の陰イオン交換樹脂への吸着が最も少ないことも考慮
し，以下 pH11を用いることにした.
100 
-町、
向、
‘' ? ?
?
《
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350 
ω 
Q) 
c 
o .c: 
U 
c 
コ
O 
温度の影響を検討した結果をFig.3-4に示す. Mn-TPPSr， Mn-TMPyPr及びFe-
TMPyPrでは，温度の t鮮と共に活性が強くなった.
また， Mn-TMPyPrは400Cを越えると樹脂の破壊が起こったので， 350Cで検討
することにした.
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Fig.3-2 Effect of pH 
• Mn-TCPPr，ム Co-TCPPr，口 Fe-TCPPr，企 Cu-TCPPr，0 Zn-TCPPr 
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Fig.3-3 Effect of pH 
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-42 - -43 
( d ) 振とう時間の影響 3 -3 -3 繰り返し使用
振とう時間の影響を倹討した結果をFig.3-5及び3-6に/示した.これらから明
らかな様に，樹脂によって差はあるが，ウリカーゼ様活性の強いMn-TPPSr，Co-
TPPSr及びMn-TMPyPrでは，反応は30分で平衡に達した.さらに，最も活性の強
いMn-TMPyPrが30分でほぼ尿酸を完全に酸化していることを考慮し，振とう時間
は30分とすることにした.
100 
? ?
? ?
?
金属ポルフイリン担持樹脂が，尿駿の般化反応で触媒として作用しているこ
とを確かめるために， Mn-TPPSr， Co-TCPPr及びMn-TMPyPrを用いて 10回の繰り返
し使用を行った.その結果を Fig.3-7に示す. 横軸には，活性測定後，樹脂を
ろ取して，洗浄乾燥後，再使用した回数を示す. Co-TCPPr は2回目で活性が減少
したが，以後あまり変化しなかった.Mn-TMPyPrでやや活性が減少するが， Mn-
TPPSrで‘は活性に変化はなかった。従って， Mn-TPPSr等の担体は，尿酸の酸化反
応において触媒として作用していると考えられる.
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Fig.3-5 Time courses for M-TPPSr 
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3-3-4 M-Prの尿椴誘導体に対するウリカーゼ様機能
20 30 40 
Incubation Time， min. 
Fig.3-6 Time courses for M-TKPyPr，-TCPPr and -PPr 
• Mn-TMpyPr， 0 Fe-TMPyPr，ム Zn-TトiPy P r，" F e -T C P P r ，口 Zn-PPr
10 50 60 
3 - 2 -4の評価法 2に従い，尿酸，キサンチン及びそのN-メチル誘導体を
基質として， Mn-TPPSr及び:Mn-TMPyPrのウリカーゼ様活性を検討した結果を
Table 3-111にノ示した.
-44 - 45 
表中の値は，反応前に添加した基質に対して，以 II~\ 後，残存する以般，キサンチ
ン及びそれらのトメチル誘導休の割合を示しており，怖が小さし叶まと触媒話作が
強いことをぶしている. Mn-TPPSr及びMn-TMPyPrは，尿酸だけでなく， 1-メチル以
般を完全に， 3-メチル及び 9ー メチル以内をはー部を分解し ，これらの化什物に対し
て触媒機能をぶした.しかし， 1ポ駿分 fの7位のN-メチル誘導体である 7-メチル，
1， 7ジメチル， 3，7-ジメチル及び1，3，7-トリメチル以椴やキサンチン，ヒポキサ
ンチン及び1，3，9-卜リメチルキサンチンは分解されず，これらの化合物に対して
は触媒機能を示さなかった.従って，尿階誘導体で 7位の窒素がメチル化されると，
酸化分解を受けにくいことから，尿酸分子は7位側からポルフイリン金属錆体のア
クシャル位に接近し，酸化を受けると考えられる.
Table 3-111 Uricase-like catalytic activity for uric acid， 
xanthine and their derivatives 
Derivatives Unchanged derivative (見)
Mn-TPPSr Mn-TMPyPr 
Uric acid 。 。
1-Methyluric acid 。 。
3-Methyluric acid 10.8 26.2 
9-Methyluric acid 65.3 41.5 
7-Methyluric acid 99.3 93.1 
1，7-Dimethyluric acid 103.2 98.4 
3，7-Dimethyluric acid 106.2 94.6 
1，3，7-Trimethyluric acid 112.8 95.3 
Xanthine 96.3 92.3 
Hypoxanthine 97.6 96.3 
1，3，9-Trimethylxanthine 101.1 97.7 
:山20 H以N? HN(x~> 
H H 
Uric acid Xanthine Hypoxanthine 
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3 -3 -5 軸配佐子の影響
ftl持樹脂のウリカーゼ線機能は，まず尿酸がr11心金属のMn3 >に軸配位すること
から発現すると考えられるので， .j:l!持樹脂の触媒機能に対する軸配1，L[fの影響に
ついて検討を行なった. この際， M-Prとしては，尿般が母体のイオン交傾樹脂に
吸着されないMn-TMPyPrをFfJいた.また ，検討に際しては，評価法の jj法に軸配位
子溶液0.2mlを加えて行った .その結束を Table3-IVに示した .表中の(直は ，軸配
位子を添加していない場介の尿酸の酸化量 を100として，種々の軸配位子を添加し
た際の尿酸の酸化率をノ示しており，値が小さいほど ，軸配位子の間宮効果が大き
いことを示している .
Table 3-1V Effect ofaxial ligands 
Final Changed 
Substances concentration(x10 1M) uric acid(見)
(None) 100 100 
pyridine 100 100 
Imidazol 100 96 
Azide 100 99 
Cyanide 100 98 
Oxalate 100 94 
Acetate 100 101 
Lactate 100 96 
Citrate 10 83 
50 74 
100 59 
EDTA 61 
5 50 
10 45 
100 27 
uric acid 100μg， Mn-TMpyPr 20mg， pH11， incubated for 10min. at 350C 
concentration of uric acid 1.1 x 10 4M 
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Azide及びCyanideのよImidazol， Pyridine， Table 3-IVからもわかるように，
1.5 
1 
。? ?
』? ? ?
?? ? ?
?。』
? ?
?
0.5 
Acetate及びOxalate， O原千宅の配位子の r11のまた，うな N原子型の配fu:{， 
触媒機能に影響を及ぼさなかった .尿酸の100惰量存在しても，Lactate は，
特にEDTAは尿酸と同程度の濃Citrate及びEDTAは触媒機能に影響を与え ，しかし，
担持樹脂の触媒活性が軸配位 fの影響受このように，度でも阻害効果を示した.
トfn:!Tへの尿酸の配位が触媒活性に必要なことを示唆している.けることは，
Cyanideで大きく阻害
かなり異なっていることも興味深い.
触媒活性がCyanideの阻害効果を受けないことは，
されるウリカーゼと比較して，
なお，
150 50 
Urid acid (μ9 in 0.5ml) 
100 
0 
0 
Calibration curve for uric acid Fig.3-8 
マンガンポルフィリン担持樹脂のウリカ ーゼ様機能を利用した
尿酸定量の検討
??
?
? ?? ?
293nmの吸光度の減少を担IJウリカーゼ法が用いられ，尿般の臨床化学分析では，
定することにより定量されている:11 ) 
三五
日1コ結3-4 リン拘持樹脂をウM-Prの中で最も強いウリカーゼ様機能持つマンガンポルフィ
Mn-TMPyPrを用いて尿酸定量に応用した.尿酸を吸着しないリカーゼの代用とし，
Mn 3 +やCo3十を含むポルフィリン金属錯体を担持したイオン交換樹脂の一部は，次のように行った .定量は，
Mn-TMPyPr はウリカ ーゼ様機とくに ，ウリカーゼ様機能を示すことがわかった .ぞれを4.0ml加え，μg/ml) 0.5mlに炭酸塩緩衝液(pH11) 尿酸水溶液 (40-300
尿酸の定量にも利用できることがわかった .能が強く，反応前後の293n皿の吸光度の370Cで30分振とうし，にMn-TMPyPrを100mg添加して，
差より検量線を求めた .
40-300μg/mlの範聞で良い直線性をぷこれより，その結果をFig.3-8にノ示した.
血清中の尿酸定量へ充分利用可能であウリカーゼ法と同等の感度が得られ，し，
ることが認められた .
第 4章 共鳴ラマンスペクトルによるマンガンポルフィリン
錯体固定化樹脂のウリカーゼ様機能のメカニズム
4 -1 緒同
振動スペクトルは分子構造の情報をうえてくれるので，重要な構造解析手段の
1つになっている.その中の 1つである共鳴ラマン効果を用いた共鳴ラマンスペ
クトル法 (RRS) を用いれば，ポルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂 (M-Pr)
上のポルフィリン金属錯体 (M-P)のみのRRSを符易に測定できるので，樹脂仁の
M-Pの構造などの情報が得られると考えられる.
そこで， M-Prのウリカ ゼ様機能のメカニズムを明らかにするために ，最も強
いウリカーゼ様機能を不すマンガンポルフイリン錯体担持樹脂( Mn-TPPSrとMn-
TMPyPr)のRRSを検討した. 本章では，この結果について詳しく述べる .
4 -2 実験の部
4 -2 -1 試薬及び試料
( a )ポルフイリン
第 1章で示したものを 3 そのまま用いた.
( b )緩衝液
第 3章で示したものを用いた.
( c )イオン交換樹脂
第 l章の方法で再生したものを用いた.
-50 -
( d )試料
第 1章でぶした五法で調製したポルフィリン金属錯但持イオン交換樹脂を用
いた.
その他の試薬は，特級品を用いた.
4 -2 -2 装置
共鳴ラマンスペクトルの測定には，日本分光 L業(株)NR-IOOO型レーザーラマ
ン分光光度計及び H本電気(株)アルゴンイオンレーザー(発振線 457.9， 
476.5， 488.0及び514.5nm)を使用した.
測定には， Fig.4-1に示す回転セルを用い，ポルフィリン金属錯体担持樹脂を水
または尿酸氷溶液などに懸濁させて測定した.また 3 波数較正はインデンなどを
用いて行なった.
にコ
Raman 
Mn-Pr 
Ar+ laser 
Fig.4-1 Rotating cell used for measurement of RRS of M-Pr 
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?ー??? 尿酸存イ主下のMn-TPPSrの共鳴ラマンス ペ クトル(RRS) 
尿酸が完全に酸化された後， Mnl -TPPSに特徴的なバンド (993，1342及び1540
cm 1) は減哀 して Mn1守ーTPPSのバ ン ド (1006，1370及び1564cm1)は強くなって，
Mn2+-TPPSのバンドと置き代わった. Fig.4-3に示すように，スペクトルは最終的
にはMn~ + -TPPSのバンドのみを示した.従って，尿酸の酸化により，還元された 2
価のMn'ま，反応系の酸素により 3価に酸化されると考えられる.
以土の結果より，中心金属のMnが，尿酸の酸化と共に，まず 3価から 2価ヘ還
元され，次に系の酸素により 2価から 3価に酸化されるサイクルを繰り返して，
Mn-TPPSr はウリカーゼ様機能を 不すと考えられる.
4-3 結果及び考察
Mn-TPPSrが尿酸の酸化を触媒する時の樹脂表面のMn-TPPSの変化を知るために，
そのRRSを検討した. Mn-TPPSrのpH11の緩衝液中で測定したRRSをFig.4-2に示した.
Fig.4-2の(A)に観測される全てのバンドはMn3 +-TPPSに由来するバンドであり，
母体のイオン交換樹脂のバンドは全く観測されなかった. このスペクトルは，
Mn3+-TPPSの水溶液のRRSと全く同じである 32 ) このことより，樹脂上に担持され
たMn3+-TPPSの構造は，水溶液 中での構造と 同 じであることがわかった.観測され
たほとんど 全てのバンドは，構造のよく似た化合物と比較して ~ 3. :1 4¥ ホルフイ
リン環の振動に由来するバンドである.それらをTable4-1にまとめて示した.
Fig.4-2の(B)及び (C) に示すように，尿酸を添加して5分後には， 993，1342 
及び1540cm 1のバンドが新たに観測され，振とう時間につれて，相対強度が強く
なった.これとは対照的に， 1564， 1370及び1006cm 1のバンドの強度は反応の進
行と共に減少した.このことより， Mn:1ふ -TPPSの1564，1370及び1006cm 1のバンド
は，尿酸の酸化と共に，それぞれ1540，1342及び993cm 1のバンドに置き代ったと
考えられる.これは，樹脂上のMnト ーTPPSが， 1540， 1342及び993cm 1のバンドを
示す構造に変化しているためと考えられる.さらに，このように 共鳴ラマンバン
ドが観測されることは，これらのバンドを示す化合物は， Mn 3~ -TPPSのバンド付近
に，レーザーの励起波長で共鳴する吸収帯をもつことを表し，このことは，この
ものがMrいやーTPPSによく似た構造を持っていることを 示 している.
テトラフエ二一ルポルフィン金属錯体のスペクトルの解析から :l~. :1 q 生体の
へムやポルフィリン鉄錯体が示す1560，1370及び1010cm l付近のバンドは，ポル
フィリン環の振動に起肉するバンドであることがわかっている.特に， 1370cm 1 
付近のバンドは oxidationstate marker bandと呼ばれ 3価の鉄が 2価に変わ
ると，低波数側ヘシフトすることが知られている 3b ) これと同じ観点から，
1370cm-1のバンドが1342cm 1にシフトしたことは，尿酸の酸化に伴い，中心金属
のMnが 3価から 2価に還元されたと考えられる.
これを確認するために， sodium dithioniteで化学的にMnを 3価から 2価に還lL
して，得られたMn2+-TPPSrのRRSを測定した Fig.4-2の (D)からわかるように，
993， 1342及び1540cm 1のバンドはMn2 ゐ-TPPSに特徴的なバンドである.すなわち，
尿酸の酸化に伴い，樹脂上に生成するポルフィリン金属錯体は， Mnl'-TPPSである.
ホルフィリン鉄錯体と同じように， Mn-TPPSのMnが 3価から 2価に還冗されると，
1370から 1342cm 1へ約30cm 1シフトすることは興味深い.
Mn ーTPPSr
993 
/343 、
D 
C 
B 
A 
1600 1200 800 400 
RAMAN SHIFT (cm-I) 
Fig.4-2 RRS of Mn-TPPSr (476.5nm excitation) 
(A):before addition of uric acid 
(B)，(C):5 and 20 min. after addition of uric acid 
(D):treated with sodium dithionite 
ー 52 -53 -
Mn-TPPSr 
( A) + Uric Acid (20 min，l 
4 -3 -2 Et<厳存庄下のMn-TMPyPrのRRS
〉、
IJ) 
c 
CIl 
c 
cl (B) 土主E
D 
E 
o g 
1007 
Mn-TPPSrと同様に，最も高い活性を示したpH11で ，Mn-TMpyPrのRRSも測定した.
Fig_4-4に (A)尿酸を添加する前のスペクトル， ( B)尿酸を添加してから 10分後
のスペクトル (C)Mn-TMPyPrをsodiumdithioniteで処理して得たMn2 --TMPyPr 
のスペクトルを示す. (A) と(B) を比較すると， ( B)では 1544，1344及び
1000cm-1に新たなバンドが観測され，また，側鎖のN-メチルピリジニウム基の振
動に関係する 1192，1221及び1257cm 1のバン ドの相対強度も大きくなっている.
特に， (A)のMn3 + -TMPyPで1370cm-1に観測されるoxidationstate marker band 
が1344cm 1へと 26cm-1も低波数ヘシフトしており ，Mnの酸化数が変化しているこ
とがわかる.そこで， sodium dithioniteで、処理し て得られた CC) と比較したと
ころ，尿酸の添加により新たに観測される星印(*) のバンドはMn2+-TMPyPに特徴
的なバンドであり， Mn:l¥TMPyPは尿酸の酸化過程でMn←-TMPyPに還元されたと考
えられる.
1240 
1600 1400 1200 1000 
Icm-I) 
Fig.4-3 RRS of Mn-TPPSr (476.5nm excitation) 
(A):20 min. after addition of uric acid 
(B):treated with air bubbling after addition of uric acid 
(A) 
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Table 4-1 R.R.frequencies and assignments for Mn-TPPSr and Mn-TMPyPr 
人(Cu Cm) 
ハ(CαCn)
o，(Cs-H) 
o(phenyl) 
占(phenyl)
d(Cm-phenyl) 
JI..(Co-C/l) 
人 (Cu-N)
ハ(Co-N)
1600 1400 1200 1000 900 
(cm-I l 
Fig.4-4 RRS of Mn-TMPyPr (476.5nm excitation) 
(A):before addition of uric acid 
(B):10 min. after addition of uric acid 
(C):treated with sodium dithionite 
N - メチル jポ酸存 {t~ ドの Mn-TPPSr の RRS4 -3 -3 これに新たに空( B) 尿般を添加してから 20分後のRRS，(A) 次にFig.4-5に，
JA<般の添加によFig.4-5から[切らかなように，気を吹き込んだ時のRRSをノ示した.
Fig.4-6にRRSを測定し，N-メチル尿酸存在下のMn-TPPSrの変化を見るために，のMn<守 一 TMpyPrに特徴(*印)1345及び1001crn1544， り新たに観測される 1644，
(B) は7-メチ(A) は9-メチル尿酸を添加して 10分後のRRS，部ーを IJ¥した.そのまたは消失した.のように小さくなるか，( B) 空気を吹き込むと的なバンドは，
1489及1342， 1236， (A)に観測される 993，ル尿酸を添加して 10分後のRRSである.lのバンドの相対強度は大き1370及び1015crnMn
3--TMPyPに特徴的な 1568，逆に，
前述したMn-TPPSrをsodiurndithioniteで処理lの(*)印の各バンドは，ぴ1537cm溶液中MnトーTMPyPとなった後 3Mn ~. -Tト1PyP が尿酸の酸化に伴い，くなっており，
Mn 3-ー尿酸の酸化と同様に，従って，して得られるMn2. -TPPSのバンドである.以上のなお 3の酸素により酸化されて再びMn
1--TMPyPに戻ることを不している.
7-メチしかし，Mn2¥ TPPSに還元される.TPPSrは9-メチル尿般の酸化に(・ドって，帰属はTable4-1にまとめである.
Mn2+-TPPSのバンドは観添加して 10分後の (B)では，ル尿酸は般化されないので，ウリカーゼMn-TPPSrと同様な反応機構を経て，ト1n-TMPyPrは，以上の結果から，
lなどのMn3 + -TPPSのバンド1562及び1582crn1500， 1370， 1239， 
のみが観測された.
1006， 測されず，様活性を示すと考えられる .
( A) 
+ 9・Methyluric
Mn-TMpyPr 
+ Uric Acid (20mln，) (A) 
。cid
後 1236
??? ?
??』
?↑ ?
? ? ?
↑?
1006 (B) 
+ 7 -Methyluric 
???
。cid
1370 ( B) ? ? ?
900 1000 1200 f400 1600 1200 1400 1600 1000 
( cm-I) (cm-I) 
(476.5nm excitation) RRS of Kn-TPPSr Fig.4-6 (476.5nm excitation) RRS of Mn-T貯 yPrFig.4-5 
after additon of 9-methyluricacid 
acid after addition of 7-皿ethyluric
10min. 
10min. 
(A): 
(B) : 
acid 
(B):treated with air bubbling after addition of uric acid 
after addition of uric (A) :20 min. 
57 56 
Nーメチル尿酸存在下のMn-TMPyPrのRRS4 -3 -4 表 lドN←メチル誘導体について同線に検討し た結束 をTable4-1に心した .他の
( -)はMn:l+ -TPP Sのバンドのみの(+ )はMn2+-TPPSのバンドが観測されたこと を，
そのRRSを検N-メチル尿酸存伝下の樹脂表面のMn-TMPypの変化を知るために，3メチル及び9-メチル尿般1-メチル，尿酸と同様に，が観測されたことをぷす .
( A)は3-メチル民階を添加して 10分後のス-部を心した .にそのFig.4-7 討し 37-メチル尿酸では還元されない .の添加により Mnは 3価から 2何へ還江されるが，
( B )は7-メチル尿酸を添加して 10分後のスペクトルである .ベケトルで あ り，Mn2+-TPPSのパMn-TPPSrによめ酸化されるものだけに，4-11にぷすように，Table 
?
lの(本)印の各バンドは ，1345及び1544cm1257， 1222， 1192， の1001，(A) ンドが観測 された .
一TMPyPrはMn1 Mn之守一TMPyPrに特徴的なバンドであり ，3 -2に示したように ，尿酸と roJ9-メチル尿酸に対して，3-メチル及びMn-TPPSrは1-メチル，従って，
では( B) しかし ，Mn l +一TMPyPrに還元さ れ る.3-メチル尿酸の酸化に伴って，様の反応機構で酸化触媒機能を示すと考えられる.
一TMPyPrに特徴的 なバンドのみMn3 Mn 2 + -TMP yP rに特徴 的なバンド は観測 され ず，
が観測さ れた .
1，3，9-トリメチル キサンチヒポ キサンチン ，
変化は観測されなかった .
酸化 されない キサンチン ，
ンについても ，
なお ，
acid 3 -Methyluric 十(A) 
activity of Mn-TPPSr or Mn-T貯 yPrOxidative Table 4-II 
1257 1222 
** 1'345 
* 
xanthine and their methylated derivatives acid， for uric 
Mn2令ーTMPyP
Uric + 
Mn2--TPPS 
+ 
Derivatives 
acid 
7-Methyluric 
1370 
+ 
?
』?
? ? ?
』?
?
? ?
?
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
acid 
acid 
acid 
1，3，7-Trimethyluric 
acid 
acid 
3，7-Dimethyluric 
acid 
acid 
1，7-Dimethyluric 
1-Methyluric 
3-Methyluric 
9-Methyluric 
7-Methyluric 
Xanthine 
Hypoxanthine 
900 
(476.5nm excitation) 
( cm -1) 
acid 
acid 
1000 
addition of 7-methyluric 
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additon of 3-methyluric 
1200 
RRS of Mn-TMPyPr 
after 
1400 
after 
1600 
Fig.4-7 
(A): 10min. 
(B): 10min. 
1，3，9-Trimethylxanthine 
一 ;notobserved of Mn 之 ~ -TPPS ， - TMPyP ，
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+ ;observed characteristic bands 
他のN-メチル尿酸についても同様に検討 して得られた結果をTable4-11に示し
た. Mn-TMPyPrは1-メチルョ 3-メチル及び9-メチル尿酸の添加により， Mn(ま3価か
ら2価への還元を受けるが， 7-メチル尿酸では還 jじを受けない.
Table 3-111と4-11に示すように， Mn-TMPyPrにより酸化を受けるN-メチル体の
みに， Mn
2のバンドが観測され，Mn-TMpyPrは， 1-メチル， 3-メチル及び9-メチル
尿酸に対して，尿酸と同様の反応機構を経て酸化触媒機能を示すと考えられる.
なお，キサンチン，ヒポキサンチン， 1，3，9-トリメチルキサンチンについては
変化は観測されなかった.
第 5章 ボル フィリン金属錯体固定化担体のアスコルビン酸
に対する酸化触媒機能
5 -1 緒 I1 
前章までに，ホルフィリン金属錯体拘持イオン交換樹脂 CM-Pr)が種々の酸化
触媒機能を持つことを明かにしてきた.これらのことを考慮すれば，生体内に普
遍的に存花するアスコルビン酸 (ASA) に対しても，酸化触媒機能を有するのでは
ないかと考えられる.そこで本章では， M-PrなどのASAに対する触媒機能を， F i g. 
5-1で示すアスコルビン酸オキシダーゼが触媒する反応 :l7 }と比較して，検討する
ことに した.
4-4 結語
「
?
???
M-Pr 
O2 M-Pa'l H?O? 
守川/ー
且・
。コ寸
マンガンホルフイリン(Mn -P r) 担持イオン交換樹脂のウリカーゼ燥機能は， ド
に示すように，尿酸の酸化に伴って，樹脂表面のMn.1~ -PがMn2守 一 Pに還元され，さ
らに空気「↑1の酸素によって ，Mn:3 --Pに酸化されるというサイクルを繰り返すこと
で発現していることがわかった. また， Mn 3 . -P共存下，酸化される尿駿誘導体を
用いた場合も， Mn :l 令 -P→ Mn 2~ -pへの変化は観測されるが，酸化されない尿酸誘導
体を用いた場合は， Mn1 令 ー P→MnZ -Pへの変化は観測されなかった.
Ascorbic acid oxidase 
Ascorbic acid (ASA) Dehydroascorbic 
acid (DHASA) 
H202 + CO2 
1I〉o Fig. 5-1 Oxidative reaction of ASA ノ
Uric Acid \~ Allantoin 
その結束， Co-tetrakis(sulfophenyl)porphine担持イオン交換樹脂(Co-TPPSr)
及びCo-tetrakis(p-carboxyphenyl)porphine担持イオン交換樹脂(Co-TCPPr)など，
主としてコバルトホルフイリン但持イオン交換樹脂 CCo-Pr)がASAに対して強い
駿化触媒機能を 示し ，この機能がアスコルビン酸オキシターゼ様機能であること
を明らかにした.
本章ではとれらの結果に ついて詳 しく述べる.
O2 in 801n. 
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5 -2 実験の部
5 -2 -1 試薬及び試料
( a )ホルフイリン
第 l章と同じものを用いた.
( b )イオン交換樹脂
陰イオン交換樹脂 (IRA-900，Dowex MSA-1) ，陽イオン交換樹脂 (Dowex
MSC-1)の再坐は， 1 -2 -3で用いた方法で行なった.
( c )ガラスビ ーズ
アミノアシルCPG(CPG INC， Particle Size 200/400mesh) をそのまま用いた.
( d )シリカゲル
リクロゾーブNH2(MERCK， Particle Size 10μ皿)をそ のまま用いた .
( e )緩衝液
o .1M酢酸ナトリウムー O.lN塩酸緩衝液 (pH3) ， O. 1 N酢酸-0.1M酢酸ナ トリ
ウム緩衝液 (pH4-6) ， 0.05M四ほう酸ナトリウム-0.2Mほ う酸+O. 05M塩化ナ
トリウム緩衝液 (pH7-9) を用いた.なお，これらの緩衝液は試薬特級品を用
いて調製し， pHメーターで補正した後，用いた.
( f )アスコルビン酸(還元型)
SIGMA社製を用時精製水に溶かし，希釈して用いた.
その他の試薬は試薬特級品を用いた.
5 -2 -2 装置
吸光度の測定，振とう，還流，秤量， pHの測定には ， 1-2-2で示したも
のを使用した.
FAB-MSも， 1-2-2に示した装置で測定した .
共鳴ラマンスペクトルは，第 4章で示した装置で測定した .
-62 -
5 -2 -3 ホルフィ リン金岡錆休同定化触媒の調製
( a ) ホルフィリン合同錯休水治液の調製
M-TPPS(M= Mn :i \ Co ~ ， Fe1.， CUL'及びRh)，Co-TCPP，&びM-TMPyP(M二 Col
Fe
3 
')は，第 1章と同 じf5法で合成あるいは調製したものを用いた.
M-TPPS (M= Znl ， Nil )では， 10 ~ M M(CH1COO)2 (M二 Zn2 ， N i之‘)溶j夜
20ml， TPPS 100mg， 1M CH:lCOONa 溶液5皿1，水75mlを1-2時間還流 し，政冷した.
次いで，過剰の陽イオンを除くため陽イオン交換樹脂 MSC-10.2gを加え， 35 
o Cで30分間振とう後，ろ過し， M-TPPS水溶液を得た.
Rh-TPPSは， Ashleyらの方法 :i8 )に準じて調製した.まず， RhC13・3H20100mg 
をシメチルホルムアミド 10mlに加え，その溶液が黄色になるまで還流した.
この前液をTPPS60mgを含むメタノー jレ150mlに加え， 30分間還流した後，放冷
し， ~.容煤を減 j正留去した.次に，この残さを少量のメタノールに加温して溶か
し，す早くろ過した.放冷後，このメタノール溶液にアセトンを加え，生じた
Rh-TPPSの結晶をろ取し，更に少量のメタノールに溶かしアセトンで再結晶し，
P 20S L減圧乾燥した後 3 水溶液として用いた.
なお，上記の方法で調製したボルフィリン金属錯体の吸収スペクトルは，文
献値 38 )と a 致した.
( b ) ホルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂の調製
M-TPPSr， M-TCPPr及びM-TMpyPrは，第 1章と同じ方法で調製した.
( c) M-TCPP酸クロ ライドの調製
上述の方法で得たM-TCPPの溶液に，濃塩酸を少量加え， M-TCPP結晶を析出さ
せ，ろ取し，減圧乾燥後，ジオキサン中で過剰の塩化チオニールを加え， 700C 
で2時間加熱慣はんし，減圧濃縮後 3 乾燥させ， M-TCPPの酸クロライ ド(M 
TCPPCl )を合成した.
( d ) ポルフイリン金属錯体同定化ガラスビーズ及びシリカゲルの調製
トf-TCPPClのジオキサン溶液にガラスビーズあるいはシリカゲルを加え， 2時
間加熱還流し，各々のアミノ基にM-TCPPを化学結合させ，ろ取後，減圧乾燥し
た.このとき，ろ過後のろ液は，無色透明であった.このことは， M-TCPPCIが，
完全に担体仁に固定化されたことを示している .なお， 担体19当たり M-TCPP
6.5μmolを回定化した .
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以下，これらのポルフィリン拘体のガラスビーズとシリカゲルは，各々の担
体の略名に添'f: "g"と"s"を付けて表すことにする。
( a )酸化型アスコルビン酸による評価法 A
o=?っ O EC1 0= C-OH 
HOC O=C O=C 2，4 -Dlni1ro-
同~J M-Pr o-c 」 H20 O-C pheny 1 hydrazine 
HC HC HCOH 
HOCH HOCH HOCH 
CH20H CH20H CH20H 
5 - 2 -4 アスコルビン酸に対する酸化触媒活作の評価法
0.1mgjmlのアスコルビン酸(ASA)溶液2.0mlに，緩衝液(pH4.0) 5.0ml及び
M-Pr 50mgを加え， 350Cで15分間振とうした後， J_滑液2.0mlをとり，この上澄
液中の総ASA量及び酸化塑ASA量を， Chart 5-1に示す2，4-ジニトロフエニルヒド
ラジン吸光法:J'1)を用いて定量し ，酸化型ASAの生成ギを求め， M-PrのASAに対す
る酸化触媒活性を評価した.
総ASA及び酸化型ASAの定量には，反応上澄液2.0mlを試験管 T1， T 2及び T:1に
採り TIにインドフェノール溶液 l滴を混和して，液が微かにパラ色を呈した
ことを確かめた後 T1， T l及び T:1にメタリン酸ーチオ尿素溶液2.0mlずつを加
える.次いで Tl及び T1に 2，4-ジニトロフェニルヒドラジン溶j夜1.0mlずつ
を加え， 370Cで3時開放置した後 T:lと共に氷水中に浸潰する .氷冷下 T1， 
T 2及び T:!¥こ85%硫酸5.0mlを少しずつ加え，さらに T3には 2，4-ジニトロフエ
ニルヒドラジン溶液1.0mlを加える. T 1， T zlえび T1の内容液をそれぞれよく出
和した後，氷水中から取り出し宰温で40分間服置した後， T dえびT2について
T 3を対照とし525nmにおける吸光度を測定し，別に，標準溶液で作成した検量
線により，総ASA及び酸化型ASA量を求め，酸化型ASAの生成率を求めた.
Ascorblc ocid Dehydrooscorbic oCld 2，3・Dike↑ogulonicocid 
( Vitomin C I reduced form) (Vltomln C I oxidized form) 
一ー一一一一-'
O=C -OH 
C6 HsHNN=-C 
C6 HsHNN =C 
or 
HCOH 
HOCH 
CH20H 
??
?????
?
?
??
??? ???
?
?????????
Osazone 
( Absorption 01 510 - 540 nm ) 
Chart 5-1 Principle of determination of ASA 
5 -2 -5 過酸化水素の定量法
( b )アスコルビン酸による評価法 B
この方法は， ASAが25Onm rij後に吸収帯を持つが，酸化相ASAは持たないことを
利用したものである. 次に示す方法で行った.
40mM ASA溶液0.3mlに，緩衝液5mlと固定化触媒50mgを加え， 350Cで30分振と
うし，その 1-溶液0.2mlに緩衝液5mlを加え，得々のpHにおけるASAのλmaxにお
ける吸光度を反応前後で測定し，残存ASA卒を求めた.
tFt持樹脂等穴存下， ASAが酸化される際には，過般化水素が生成する.この過
酸化水素を次の h法で定民した.
40mM ASAitii夜o.1mlに緩衝液2ml及びMPr等25mgを加え， 350Cで30分振とうし，
L治液0.5mlを取り，この[--冷液中の過般化水素を，フェノールと4-アミノア
ンチヒリンを!日いるヘルオキシダーゼ主L¥48)で定註し， ASAの酸化時の過般化水
素の発生泣を求める.
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5 -3 結果及び考察
5 -3 -1 モ適条件の検討
( a )中心金属の影響
評価法 Aに従い，ポルフィリンとして TPPSを用い， M-P rのASAの酸化触媒機能
について検討した.その結果を，般化型ASAのモ成率として ，Table 5-1に不し
た.生成率が高い程， M-Prの触媒活性が強いことを示している.
Table 5-1からわかるように， Co-TPPSrを用いると， ASAはほぼ完全に酸化さ
れ， Co-TPPSrが最も強い酸化触媒活性を示した .また， Mn-， Fe ーやCu-TPPSrも
比較的強い活性を示したが，Zn-， NiーやRh-TPPSrの活性は弱く，ポルフィリン
環の中心に金属を持たないH2-TPPSrは活件ー をぷさなかった .このように ，ASAに
対する酸佑触媒活性がホルフィリン環に配位している金属によって異なり ，コ
バルトが配位した場合に最も活性が強いことがわかった.
Table 5-1 Oxidative catalytic activity for ASA of M-Pr 
Modified Oxidized* 
reslns ASA (見)
Co-TPPSr 98.9 
Mn-TPPSr 85.0 
Fe-TPPSr 88.5 
Cu-TPPSr 73.7 
Rh-TPPSr 19. 1 
Zn-TPPSr 18.5 
Ni-TPPSr 11.8 
H2-TPPSr 4.2 
IRA-900 4.0 
(No Resin) 3.8 
* Oxidized ASA (見 =( oxidized ASA ~ total ASA )xl00 
ASA 200μg， resin 50mg， pH 4.0， incubated for 15min. at 350C 
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( b )ポルフィリンの穐類とよFl体の影響
前述したように，コノ¥')レトボルフイリンを同定化した場合に最も活性が強い
ことがわかった.
そこで，種々のコバルトポルフイリン固定化但体の活作を， pH 3， 5及び7に
おいて評価法 Bで検討した.その結果を， ASA残存率として， Table 5-1に示し
た. ここでは，残存ASA率が少ないほど活性が強いことを 示 している .Table 
5-1からわかるように， pH 5ではCo-TPPSrとCo-TCPPrとが非常に強い活性を示
し，ガ ラスビーズ及びシリカゲルに化学結合させたCo-TCPPgとCo-TCPPsも同様
に強い活性を示した .
従って，以 ドの盃適条件の検討には，活性の高いCo-TPPSr，Co-TCPPr， Co 
TCPPg及びCo-TCPPsを用いた .
Table 5-11 Oxidative catalytic activity for ASA of M-Pr 
Unchanged ASA (見)
catalysis 3.0 5.0 7.0 (pH) 
Co-TPPSr 23.0 0.5 9.6 
Co-TCPPr 44.3 5.2 3. 1 
Co-TMPyPr 99.2 93.7 97.8 
Co-TCPPg 7.2 6.3 8.5 
Co-TCPPs 12.9 0.7 5.8 
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( d )振とう時間の影響pHの影響( c ) 
どの問定化触媒も振とう時間が長くなるFig.5-3に振とう時間の影響を吊した.残存ASA卒が少ないほ縦軸は残存ASA半を長し，Fig.5-2にpHの影響を示した .
Co-TCPPg及びCo-TCPPsは20分の振とうで 3残存ASA率は減少しており，につれて ，tィ長がアルカリ性になるとASAが口然酸化なお，ど活性が強いことを示している.
ASAはほぼ完全に酸化された .PH 7以下で検討した.されるため，
ほぽ完全にASAが酸30分の振とうで，Co-TPPSr及びCo-TCPPrを用いると，また ，ほぼ完全にASAを酸化した .pH 4以上で，Co-TPPSr及びCo-TCPPrは，
30分を用いることにした .イじ されたので，pH 5を用pH 5において最も強い活性を示したため，Co-TCPPg及びCo-TCPPsは，
いることにした.
こ才工はpH 4及びpH6で活性が下がっているが，Co-TCPPgにおいて，なお，
緩衝液の種類が異なっているためと考えられpH 3とpH4及びpH6とpH7では，
る.
100 
Co-TCPPs 
Co-TCPPg 
-{コト
。.
-0-CO-TCPPr 
@ぃ Co-TPPSr
100 
? ? ?
50 
? ?
?? ? ? ? ?
?
《?
《
30min 350C， 50 
? ?
《
?? ? ? ?
?
40 30 20 ro 
O 7 6 5 
pH 
4 3 
O 
円lln
Effect of incubation time 
• :Co-TPPSr 口:Co-TCPPs，
Fig.5-3 
ム:Co-TCPPg，
Effect of pH Fig.5-2 
and Co-TCPPr 
incubated at 350C pH 5.0， 
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50mg， Co-Pr，g，s 
• : Co-TPPSr 
a t 350C 
o : Co-TCPPr， 
incubated for 30min. 
口:Co-TCPPs，
50mg， 
ム:Co-TCPPg，
Co-Pr，g，s 
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温度の影響( e ) 固定化触媒量の影響( f ) 
ほぼCo-TCPPsを25mg添加すれば，Fig.5-5に固定化触媒の量の影響をノIえした.Co-TPPSr 及びCo-TCPPgで検討したところ，
Fig.5-4に温度の影響を示した.
完全にASAが酸化された.ほぼ完全にASAが酸化Co-TCPPgでは検討した全範囲で，Co-TPPSrでは35
0C以上で，
完全にASAが酸化さ50mg以上で，Co-TCPPr及びCo-TCPPgでは，
50mgを用いることにした.
100 
50 
Co-TPPSr， 
れたので，
?? ? ? ? ?
?
??《
??
また，350Cを用いることにした.されたので，
100 
A b、
<t: 
(f) 
《
B 50 
o 
C 
o 
.r:. 
u 
c 
コ
150 100 50 
O 
45 40 35 
OC 
30 25 
O 
mg 
Effect of the amount of Co-Pr，g，s Fig.5-5 Effect of incubation temperature 
ム:Co-TCPPg， • :Co-TCPPr and Co-TPPSr 
a t 350C incubated for 30min. 
Fig.5-4 
口:Co-TCPPs，6 :Co-TCPPg， 
pH 5.0， 
• : Co-TPPSr 
incubated for 30min. pH 5.0， 50mg， Co-Pr，g 
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100 繰り返し使芹jの彫響? ? ?????
Co-TPPSr，Co-TCPPr，Co-TCPPg及びCo-TCPPsが触媒として作則していることを確 ? ?
その結果をFig.5-6及び10固まで繰り返し使用について検討し，かめるために，
Co-TPPSr， ASAが酸化された後にここでの繰り返し使用とは 3Fig.5-7に示した. 《?
《洗浄後再使用することで
Co-TCPPg及びCo-TCPPsのみを系から回収し，Co-TCPPr， 
50 ?? ? ?
? ?
?
横軸は再使用した回数である.あり，
ASAが再変化される時に発午Co-TPPSr，Co-TCPPr，Co-TCPPg及びCo-TCPPsは，なお，
ホルフィリン環が壊され劣化する.繰り返し使用に伴い，する過酸化水素により
強いカタラーゼ様機能を持つ
Fe-TMPyPr はASAに酸化触媒機能を
Fe-TMPyPr 
なお，
過酸化水素を取り除くため，
50mgも同時に添加して検討を行なった.
そこで，
Fig.5-6及びFig.5-7に，T¥すように，その結果，示さないことは倖・認している.
ぞれ5回 日から 10%程度活性が低下したが，Co-TPPSr及びCo-TCPPrについては，
O Co-TCPPg及びCo-TCPPsでは 8[QJ Elから徐々にまた，以降は活性が保たれている.
10 5 
Repeated 
これらは従って，それまでは活性を保っている.
触媒として作用していると考えられる.
活性が20%程度まで落ちたが，
Time 
Effect of repeated time of Co-TCCPg，s Fig.5-7 
口:Co-TCPPsand Fe-TMPyPr ム:Co-TCPPgand Fe-TMpyPr， 100 
a t 350C incubated for 30min. Co-TCPPg，s 50mg and Fe-TMPyPr 50mg，pH 5.0， 
??《
?
《
酸化生成物の検討
?〈
?
???
50 ?? ? ? ?
?
アスコルビン酸オキシダーゼの触媒するM-Prなどが触媒するASAの酸化反応が，
両者での酸化生成物は同 じものであると考えられる.
その酸化生成物を検討することに した.M-Prを用いた場合について，
反応と同じならば，
そこで，10 5 
O 
Time 
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a t 350C 
Effect of repeated time of Co-Pr 
o :Co-TCPPr and Fe-TMPyP 
incubated for 30min. pH 5.0， 
Repeated 
72 
• :Co-TPPSr and Fe-TMpyPr， 
Co-Pr 50mg and Fe-TMPyPr 50mg， 
Fig.5-6 
Ca) FAB-MSによる酸化物の検討
ASA (7.6mgjml) 10mlにCo-TCPPg200mgとFe-TMPyPr300mgを加え， 350Cで5.5時
間振とうしたものを試料とし， グリセリン(G 1 y) をマトリックスとして用い，
FABガンでキセノンを 8Kvに加速して照射し，マススペクトル (MS) を測定した.
そのMSの結果のー部を， Fig.5-8とTable5-II1に示した.
Fig.5-8から明らかなように， ASA，デヒドロアスコルビン酸 (DHASA)及び2，3-ジ
ケトグロン酸(DKGA)に由来するイオンが確認できる.
なお， [M+H]+や [M+Na]+のイオンがDHASAとDKGAでは明確に認められなかったの
は，使用したASAがNa塩であり，それに由来する， Naが付加したパックグラウンド
ピークが増強されたためである. しかし，分子にグリセリンが付加したイオン
[M+GLY+HJ-や，更に Naが付加したイオン [M+GLY+Na]-は明確に認められた .
このことより， ASAはポルフイリン金属錯体固定化担体共存下，アスコルビン駿
オキシダーゼを用いた場合と同様に， DHASAやDKGAへと酸化されていることがわか
った.
Table 5-II1 FAB-HS data(m/z) of ASA， DHASA and DKGA 
M+H M+Na M+GLY+H M+GLY+Na 
ASA 177 199 269 291 
DHASA 267 289 
DKGA 285 307 
判ド not observed 
( b ) 生成する過般化水素の検討
20 269 企豆企+Gly+ H 
Co-TCPPg等がアスコルビン酸オキシダーゼと同様に酸化反応を触媒しているの
ならば，系には，過酸化水素 (H202)の発生が考えられる .
そこで， 5-2-5の方法に従って，発生する過酸化水素量をモル数として求
めた.その結果， Table 5-IVに不すようにョ 40mMASA溶液O.1ml(4μmol)から 3
Co-TCPPg及びCo-TCPPsでは，加えたASA4μmolの半分のモル数2μmolの過酸化水
素の発生が認められたが， Co-TPPSr及び-TCPPrでは0.3μmolしか認められなかっ
た.これは，いずれの同定他担体もカタラーゼ僚機能を持ち，生成 した過酸化水
素が分解されたためと考えられる . しかも， Co-TCPPrやCo-TPPSrのカタラーゼ様
機能がCo-TCPPgやCo-TCPPsのカタラーゼ様機能よりも強いため，発生した過酸化
水素が，より多く分解された結果 ，Co-TPPSrな どでは過酸化水素の発生が見かけ
上少なくなっていると考えられる .
277 3XGly+H 
26 Dehydro -ASA-+・Gly+H
285 DiketoQulonic aciQ.+Gly+H 
Table 5-IV HzOz amount in oxidizing ASA 
10 
Solid catalysis Formed H202 
O 
260 280 300 320 Mass 
Co-TCPPg 
Co-TCPPs 
Co-TPPSr 
Co-TCPPr 
2.0μmol 
2.0μmol 
0.3μmol 
0.3μmol 
m/z 
Fig.5-8 FAB-HS of oxidized ASA 
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( B)はASAを添加してから 5分後のスペ(A)はASAを添加する前のスヘクトル，過酸化水素量を測定し加えるASA量を変えて，
Co-TCPPgをHjいた場合に，また，
( C)は担持樹脂を sodiumdithioniteで処理して得られたCo2+-TPPSrのクトル，ASA邑と過酸化水素量とは直線関係を /J'し，
Fig.5-9に爪すように，その結果，た.
一定比の過酸化水素が発生しているCo-TCPPgなどがASAの酸化を触媒する時には， ASAを添加して5分後のスこれらのスペクトルを比較すると，スペクトルである.
1345cm-1 
ASAの酸Co3--TPPSr は，
のCo2+-TPPSrのスペクトルとほぼ同じであり，
Co2+-TPPSrに還Aされていると考えられる.
従って，のバンドなどが同じ位置と同じ相対強度を示す.
化にともない，
、 、
?，
?
?
??? 、、(B)は，ベクトル
アスコルビン駿オキシダーゼと同じように，などが，
ASAの酸化を触媒していることをノ示している.
Co-TCPPg 
ことがわかった.
これらのことは，
3+ Co 喧 TPPSr
1242 1371 
、 ? ? ?
? ? ?
↑?
4 3 2 。
1.6 
0.4 
。
宕 1.2
E s 
δ0.8 
N z 
? ? ?ASA (J.Imol) 
Co2+-TPPSr 
+ Dithionite 
amount formed from ASA by treat皿entof Co-TCPPg HzOz Fig.5-9 
a t 350C incubated for 30min. pH 5.0， Co-TCPPg 25mg， 
の共鳴ラマンスヘクトルCo-TPPSr 5 -3 -4 
(cm-1j 1000 1200 1400 1600 
(457.9nm excitation) RRS of Co-TPPSr Fig.5-10 Co-TPPSrのアスコルビン
Mn-TPPSrのウリカーゼ燥機能を検討したのと同様に，
(A):before addition of ASA 
after addition of ASA 
(C):treated with sodium dithionite 
(B):5min. 
樹脂表面のCo-TPPSの共鳴ラマンスベクトル
測定は，にぶした.及ぴ(C) 
励起波長として457.9nmを用い， pH 4の酢酸塩緩衝液中で行なった.
(B) ( A) その結果をFig.5-10
酸オキシダーゼ様機能を知るために，
(RRS)を検討した.
2:fi nn 結5-4 これに空気をと，( A) ASAを添加して 5分後のFig.5-11に示したように，J欠に，
ASAの添加で牛.成Fig.5-11よりわかるように，を比較した.( B) 吹き込んだ時の
Co-TPPSr >>びCo-TCPPrがアスコルヒンリン金属錯体[~]定化触媒のけJ でポルフイfI}びCo:ぃ-TPPSrヘ反ると考えられ-TPPSrは空気を吹き込むことにより，するCo三
酸に対して巌も強いアスコルビン酸オキシダーゼ様活性をノ式した.溶液中の椴-TPPSrとなった後.， Co:l+-TPPSrがASAの酸化に伴いCo2従って，る.
強い酸化触媒機能をノJ¥した.
次のように考えられる.
acid 
oxidized form) 
C02+.pr 
O2 
1000 
(cm-' ) 
1200 1400 1600 
(457.9nm excitation) RRS of Co-TPPSr Fig.5-11 
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after addition of ASA 
(B): treated with air bubbling after addition of ASA 
78 
』子二孟一一一二二=一一一通h一一一一 一二三孟ー 一ー一一一 | 
Dehydroascorbic 
( Vitamin C 
。cid…formy¥ 
Soln. ? ?
C03+-Pr acid (5min.) 
1568 
1570 
5min. (A): 
その般化触媒機能のメカニズムは，
Co-TCPPgやCo-TCPPsもIriJ慌に，
Ascorbic 
( VitロminC 
さらに，
また，再びASAで還元されるサイクルを繰り返していlじの Co ~+ -TPPSr に戻り，
ることをぶしている.
素によめ，
Co-TPPSr 
+ Ascorbic 
1011 
+ Air 1241 
1372 
( A) 
?
↑ ?
? ? ?
↑?
? ? ?
第 6章 ボルフイリン金属錯体固定化担体のアスコルビン酸
オキシダーゼ様機能の分析学的応用
6 -1 緒 r1
臨床化学分析では，グルコースや尿酸など血清成分を， Chart 6-1に示すように ，
対応する酸化酵素により過酸化水素に変換し，ペルオキシダーゼを町いて定量す
る系が広く利用されている 40 4 8 ) この際，高濃度のアスコルヒン酸 (ASA)等の
還元物質が水素供与体となり，ペルオキシダ ーゼを用いる反応を阻害し ，負の妨
害を与えることが，近年特に問題になっている ，18 ) これは，近頃，健康や美符
などへの効果を 目的とし， ASAが多量に摂取されることに起同している .
-15，第 5章で述べたように，コバルトホルフィリン固定化担体がアスコルビ
ン酸オキシダーゼ様の触媒機能を持つことを明らかにした .そこで ，血清成分を
ペルオキシダーゼを用いて定量する際に，妨害となるASAの除去に，コノ")レトボル
フイリン間定化拘体のアス コルビン酸オ キシダーゼ様機能が利用できるのではな
いかと考え，本章での研究に着手した . その結果 ，血清グルコースや血清以椴の
定量の際に妨害となるASAの除去に ，コバルトボルフイリン固定化担体を利用でき
ることがわかった . 以下，これらの結果について詳しく述べる .
glucose oxidase 
Glucose + 02 + H20 > Gluconic acid + HzOz 
urlcase 
Uric acid + O2 + 2HzO > Allantoin + COz + HzOz 
今時2H202 4H20 
O 宮Phenol 
4-Aminoanti pyri ne 
¥ノ、
Peroxidase 
平コマアご>=0
O 
Quinoid Dye 
(入max=505nm)
Chart 6-1 Determination of glucose and uric acid in serum 
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6 - 2 実験の部
6 -2 -1 試薬及び試料
( a )ポルフィリン，イオン交換樹脂，ガ ラスビーズ ，緩衝液は前章の方法で
調製したもの を用いた .
( b )標準血清は， Hyland Diagnostics社製 ControlSerum 1 (Lot No.8V2946) 
をそ のまま用いた .
( c )その他の試薬は試薬特級品を用い た.
6 -2 -2 装置
吸光度 ，振とう ，還流， pHの測定には ，前章と同じ装置を用いた .
6 -2 -3 ポルフィリン金属錯体回定化触媒の調製
( a )ポル フィリン金属錯体水溶液の調製
Co-TPPS ， Co-TCCP及びFe-TMPyPは第 l章と同じ方法で調製した .
( b )ポル フィリン金属錯体拘持樹脂の調製
Co-TPPSr及びFe-TMPyPrは，第 1章と同じ方法で調製した.
( c )ポルフィリン金属錯体固定化ガラス ビーズの調製
前章と同じ方法で調製した .
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6 -2 -4 尿般定量時のASAの影響とCo-TCPPgを用いた除去の評価法 6 -3 -1 疋階定量時におけるASAの影響とその除去
尿酸を含む液(0.3皿g/ml)1mlに緩衝液(pH5)2ml，還元型ASA溶液 O.1ml， Co-
TCPPg 50mg及びFe-TMPyPr50mgを加え， 350Cで30分間振とうした後，上治液 1ml
について，ウリカーゼにより尿酸を過酸化水素に変換し， ヘルオキシダーゼ，
4-aminoantipyrine及びphenolを用いて発色させ，日及光度法により尿酸を定量した.
また，比較のため， Co-TCPPg及びFe-TMPyPrを加えないで，問機の操作をしたもの
を対照とした. なお，強いカタラーゼ様機能を持つ Fe-TMPyPrを添加したのは，
Co-TCPPgのASAの酸化触媒時に発生する過酸化水素を除去するためである.
評価法に従って，尿酸定量時におけるASAの影響とCo-TCPPgのみによるその除去
について検討した結果を， Fig.6-1に示した. Co-TCPPgでの処理をしないと， ASA 
の添加量に伴い生成する色素の吸光度値は減少し， 2μmolの添加で吸光度はゼロ
となり， ASAによる妨害が顕著に認められた.
一方， Co-TCPPgで処理したものは， ASAの添加量に伴い吸光度債が上昇した.
ASAの添加によって吸光度が減少しないのは， Co-TCPPgの駿化触媒機能により，ベ
ルオキシダーゼ法を妨害する還元型ASAが酸化唱に変化したためであると考えられ
る. そして，このASAの酸化により発生した過酸化水素が，ウリカーゼにより尿
酸から生成した過酸化水素量に加算されるために，吸光度の上昇となって現われ
たと考えられる. このように， Co-TCPPgのみをASAの除去に用いると ，負の妨害
(分析値の低下)を防ぐことができるが，逆に，正の妨害が現われた.
6 -2 -5 グルコース定量時のASAの影響とCo-TPPSrを用いた除去の評価法
グルコースを含む液 (2mg/ml)2mlに緩衝液(pH5) 2皿1，ASA溶液 1ml，Co-
TPPSr 50mg及びFe-TMP yPr 50mgを加え， 350Cで30分間振とうした後，上澄液 0.1
ml中のグルコースから，グルコースオキシターゼ法により過酸化水素を発生させ，
ペルオキシダーゼ， 4-Aminoantipyrine及びPhenolを用いて発色させ，日及光度法に
よりグルコースを定量した. また， Co-TPPSr及びFe-TMPyp rを加えないで roJ慌の
操作をしたものを対照とした.
Abs 
??????
?
???、?? ???
0.6 
6 -3 結果及び考察 0.4 
前章で述べたように，コバルトポルフイリン固定化担体 (Co-TPPSr，Co-TCPPg及
びCo-TCPPs)がpH5付近で比較的強いアスコルビン酸オキシダーゼ様活性を示す.
しかし，これらを実際に利用するには，但体であるイオン交換樹脂やガラスビー
ズなどの性質も考慮しなければならない . 例えば， Co-TPPSrは担体が陰イオン交
換樹脂であるため， pH 5でも尿酸などのアニオン性物質を吸着する. そこで，本
章では，これら担体の性質を考慮して，尿酸を定量する際のASAの除去には，尿酸
を吸着しない Co-TCPPgを，またゲルコースを定量する際には，グルコースが中 J性
物質であることから， Co-TPPSrを用いることにした . また ，尿酸もグルコースも
陽イオン交換樹脂を担体としたM-TMpyPrには全く吸着されなかった.
0.2 
No Treafment 
O 
2 3 (μmol) 
ASA 
Fig.6-1 Influence of ASA and clearance of ASA by Co-TCPPg 
on uric acid determination 
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この正の妨害を除くためには，発生する過般化水素を除去する必要がある.
そこで，著者は， M-Prが強いカタラーゼ傑機能を持つと報たされていることに注
はし，その中でも特に強いカタラーゼ様機能を持つが，ペルオキシダーゼ様機能
を全く有しないFe-TMPyPrJ 3)を系に添加することを検討した .なお， Fe-TMPyPrは
母体が陽イオン交換樹脂なので，尿酸の樹脂への吸着は起きない.
その結果， Fig.6-2に示すように， Co-TCPPg及びFe-TMPyPrで処理したものは，
5μmolのASAの添加まで吸光度値に変化はなく， ASAの妨害を受けなかった.
これは， Co-TCPPgのアスコルビン酸オキシダーゼ様機能により， ASAが酸化型ASA
に変化して，ペルオキシダーゼ法を妨害しないうえ，発生した過酸化水素は Fe-
TMPyPrにより分解され，正と負の誤差の原囚が除かれたことによるものと考えら
れる. 従って， Co-TCPPg及びFe-TMpyPrを同時に用いると， ASA等の還元物質の除
去が効率ょくできることがわかった.
6 -3 -2 グルコース定昼時のASAの影響とその除去
評価法に従って，グルコース定量時のASAの影響とCo-TPPSrによるその除去の結
果を示す. なお，この場合もCo-TCPPgよりも量は少ないが，過般化水素の発生が
認められたので，尿酸の定量時と同様に，正の妨害を防ぐためにFe -TMPyP rを同時
に用いることにした.
Fig.6-3にグルコース 定量時におけるASAの影響と Co-TPPSr及びFe-TMPyPrによる
その除去の結果を示した. Co-TPPSr及びFe-TMPyPrの処理をしないと， ASAの添加
量に伴い生成する色素の吸光度値は減少し， 20μmolの添加で吸光度はゼロとなり，
ASAによる妨害が顕著に認められた . しかし， Co-TPPSr及びFe-TMpyPrで処理した
ものは， 20μmolのASAの添加まで吸光度値に変化はなく，妨害を受けなかった.
このように，グルコースを定量する際にも， Co-TPPSrやFe-TMPyPrを用いることに
より，共存するASAの負の妨害を防げることがわかった.
Abs. 
Abs. 
Treatment wlth 
Co-TCPPg and Fe-TMPyPr 0.3 • 
Treatment wlth 
Co -TPPSr and Fe-TMPyPr 
0.2 0.2 
0.1 
No Treatment O 
No Treatment 
? ?
10 15 
ASA 
25 (μmo/) 4 
O 
ASA 
Fig.6-2 Influence of ASA and clearance of ASA 
by Co-TCPPg and Fe-TMPyPr on uric acid determination 
Fig.6-3 Influence of ASA and clearance of ASA 
by Co-TPPSr and Fe-TMPyPr on glucose determination 
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( 2 ) Determination of uric acid 
血清には，数多くの血清成分が含 まれて いる .[血清をCo-TPPSrやFe-TMPyPrで処
理することにより，これらの血清成分が酸化反応などを受け，その生成物が，尿
酸やグルコースなどの定最を妨害する可能性も否定できない .
そこで，血清中の尿酸及びグルコ ースを定量する際に，実際に Co-TCPPg又は
Co-TPPSrで処理したものと，処理しないものとの定量値を比較検討した.ここで
使用しているペルオ キシダーゼを用いる血清中の尿酸及ぴグルコースの定量では，
血清アルブミンにより妨害を受けるので ，除タンパク操作 49 )を行なった後，各々
にCo-TCPPg又はCo-TPPSrを適用してみた .
Chart 6-2 (1)の除タンパク操作法に従い，血清2.0m1に， 2/3N硫酸1.Om1及び
10g/d1タングステン酸ナトリウム1.Om1を加え， 10分間激しく振とうし ，次いで，
3000rpmで、 10分間遠沈し，血清タンパクを沈澱させ，除タンパク血清を得，この上
澄液を炭酸水素ナトリウムで中和した .
次に，この上澄液の尿酸及びグルコースを， Chart 6-2 (2)及び(3)に示す定量
法に従って定量した . 尿酸の定量ではCo-TCPPgを， ゲルコースの定量では Co-
Co-TCPPg 
Fe-TMPyPr 
Buffer(pH 5) 
Supernatant* 
50mg 
50mg 
2.0m1 
1.0ml 
350C， 30m i n .
〉 Supernatant** 
incubate 
Supernatant** 0.lm1 350C， 20m i n . Measure 
〉 abs. at 505nm 
Reagent sol. 本** 5.0ml incubate 
*** 4:1:1:1:1 mixture of pH 7.5 borate buffer， 7mg/m1 phenol， 0.5mg/m1 
4-aminoantipyrine， 10 U/ml peroxidase and 25 U/ml uric acid oxidase 
TPPSrを用いて前処理してから定量を行った. なお， Fe-TMpyPrを両方に加えた .
( 3 ) Determination of glucose 
( 1) Removal of serum protein 
Co-TPPSr 50mg 350C， 30min. 
Fe-TMPyPr 50mg 〉 Supernatant*本
Buffer(pH 5) 2.0m1 incubate 
Supernatant本 0.5ml 
2/3N H2S04 
> Supernatant本
1.0m1 I Centrifugation，30附 pm，10min
Supernatant牢* O. 1m 1 350C， 20min. Measure 
〉 abs. at 505nm 
Reagent sol.*** 5.0m1 incubate 
本本* 4:1:1:1:1 mixture of pH 7.5 borate buffer， 7mg/m1 pheno1， 0.5mg/皿l
4-aminoantipyrine， 10 U/m1 peroxidase and 25 U/皿1glucose oxidase 
Seru皿 2.0m1 I Vigorous shake for 10min. 
、??????? ?? ?? ????????
?
??，
?
? ?
?????
、
? ?
?? ?
?、
?
Chart 6-2 Hethods for determination of uric acid and glucose in serum 
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このようにして得た標準 lfn治r!Jの尿酸及びグルコースを定惜した結果をTable
6-1にぷした.
尿駿の定i註においては， Co-TCPPg及びFe-TMPyPrで処瑚したものは3.99rng/dlと
なり，処珂しない場合は3.70rng/dlという定泣fl(fになった. どちらも参考M:の範
凶内にあるが， Co-TCPPg及びFe-TMPyPrで処瑚したものとしないもので晃が出たこ
とは，この血清中にASAが含まれており， Co-TCPPg及び Fe-TMPyPrの処理により，
ASAが除去されたためと考えられる.
また，グルコースの定量においては， Co-TPPSr及びFe-TMPyPrで処理したものは
89.4 rng/dlとなり，処理しない場合は87.6rng/dlという定量値になった. これも
参考値の範囲内にあるが， Co-TPPSr及びFe-TMPyPrで処理したものが若干高い他と
なった.このことは，同様に，この処理血清rに含まれるASAが除よ・できたためと
考えられる.
これらの結果は， Co-TPPSrまたはCo-TCPPg及びFe-TMP yP rで血清を処理しても，
尿酸あるいはグルコースの定量にはほとんど妨宍を与えないことをノJ.;しており，
さらに，本章で開発したASAの除去法が有効であることも支持している.
6-4 結語
強いアスコルビン酸オキシダーゼ様機能を有するCo-TPPSr及びCo-TCPPgを前処
理に用いると，ペルオキシダーゼを用いるグルコース及び尿酸の定量時に，アス
コルビン酸を除去できる.
しかも，ペルオキシダーゼ様機能が無く，カタラーゼ様機能のみを有するFe-
TMPyPrを用いれば，この際に発生する過酸化水素を除去でき， Co-TPPSrなどと併
用すれば，充分にアスコルビン酸の妨害を除去できることがわかった.
さらに，尿酸やグルコース以外の血清成分は，これら固定化担体で処理しても，
ほとんど影響を与えないので，実際に血清中のグルコース及び尿酸の定量に応用
できると考えられる.
Table 6-1 Determination of uric acid and glucose 
????????
?
?
? ?
?
?
?
?
?
??
? ??
→?
?
??
?
?
?
?
? ? ?
??
?
?
、?
?
?
? ?
?? ? no treatrnent 
Uric acid 3.99 rng/dl 3.70 rng/dl 
(norrnal :3.6"'4.0rng/dl) 
Glucose 
( n 0 r rna 1 : 86 "'9 7 rng/ d 1 ) 
89.4皿g/dl 87.6 rng/dl 
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結 三五日口
本研究では，ホ jレフイリン金属錯体拘持イオン交換樹脂 (M-Pr)やポルフィリ
ン金属錯体回定化ガラス及びシリカゲル (M-PgやM-Ps)の新規な触媒機能を検討
し，さらにその分析学的応用についても検討した.その結果，次のようなことを
明らかにできた.
1. M-Prの新規な酸化触媒機能を検討するため， M-tetrakis(sulfophenyl)-
porphine固定化イオン交換樹脂( M-TPPSr， M = Mn3+， C03¥Fe3+， Cu2+ )や
M-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphine固定化イオン交換樹脂( M-
TMPyPr， M二 C03¥Mn3 +， Fe 3¥Cu2+ )を用いて，フェノール類に対する酸化触
媒機能を検討した.その結果， Co-TPPSrが2，6-di-包Lt-butyト4-methylphenolな
どの酸化反応を最も強く触媒することがわかった.
さらに， GCやGC-MS等を用いて，その酸化生成物について定量的な検討や同定を
行った.その結果，生成物は主としてキノン体や 2量体であり 3 これらの坐成は
ポルフイリンや中心金属の種類によって差があることがわかった. なお， Co-
TPPSrは反応液から容易に分離できるので固体触媒として有用であると考えられる.
また，フェノール類の酸化触媒として水溶性ポルフイリン金属錯体を固定化した
ものを用いた例はなく，本研究が初めてである.
2. M-Prの尿酸の酸化反応に対する触媒機能及び反応生成物について， MSや
IRを用いて検討した.その結果， Mn-TPPSrが最も強い酸化触媒機能を持ち，しか
も生成物はアラントインと過酸化水素であることから，酸化触媒機能はウリカー
ゼ様機能であることがわかった.
さらに， Mn-TPPSrのウリカーゼ様機能のメカニズムを共口鳥ラマンスペクトルで
検討した.その結果，樹脂表面のMn-TPPSがMn3 +→Mn2守→Mn3 +のサイクルを繰り返
すことによって，ウリカーゼ様触媒機能を示すことがわかった.なお，この機能
は尿酸の定量に利用できることも明らかにした.
3. 担体としてイオン交換樹脂を用いたM-Prに加えて， M-P固定化ガラスビー
ズやシリカゲル (M-PgとM-Ps) を合成し，それらのアスコルビン酸 (ASA) に対す
る酸化触媒機能を検討した. その結果，ポルフイリンコバルト錯体固定化担体が
ASAの酸化を効率よく触媒することがわかった.また，酸化生成物はMSなどの結果
から， dehydroascorbic acidや2，3-diketogulonicacidであることを明らかにし
た.これはアスコルビン酸オキシダーゼを用いた場合と同様であるので， Co トー
Pgなどの触媒機能はアスコルビン酸オキシダーゼ織機能であると推定した.
さらに，共鳴ラマンスペクトルを用いて，その機能のメカニズムの推定を行つ
90 -
た結果，ウリカーゼ様機能の場合と類似の， CO.1T→Co 2 .→Co:j +のサイクルによっ
て機能を発現していることがわかった.
次に， C03+-p固定化担体の，血清グルコースなどの定量時に負の妨害を与える，
血清ASAの除去への応用を検討した.その結果， Co-TCPPgとFe-TMPyPrを組み合わ
せて使用すればASAの妨害を除去でき， ASA共存下でも血清グルコースなどを精度
よく定量できることを明らかにした.なお，カタラーゼ様機能を持つ Fe-TMPyPr
は， ASAの酸化の際に発生する過酸化水素を除去するために必須である.
以上のように，本研究では，金属ポルフイリン固定化担体がフエノール類，尿
酸及びアスコルビン酸に対して酸化触媒機能を持つことを明かにし，さらに，固
定化担体の 一部が尿酸の定量などの臨床化学分析に応用できることを明らかにで
きた.今後，これらが，臨床化学分析などで実用に供されるものと期待している.
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